











MURC est un partenaire d’interaction de STIM1 
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 Dans les cardiomyocytes, la concentration intracellulaire de Ca2+ doit être finement 
régulée pour maintenir l’homéostasie calcique. La protéine Stromal interaction molecule 1 
(STIM1), qui joue un rôle important dans le maintien des niveaux intracellulaires de Ca2+ des 
cellules non excitables en opérant l’entrée capacitative de Ca2+ (SOCE), est aussi présente dans 
les cardiomyocytes. Plusieurs études démontrent que STIM1 et le SOCE jouent un rôle 
important dans le développement de l’hypertrophie des cardiomyocytes. De plus, récemment, 
un nouveau rôle de STIM1 a commencé à émerger. STIM1 pourrait moduler l’expression de 
certains canaux calciques à la membrane plasmique en régulant leur trafic intracellulaire. Le 
but de l’étude était d’identifier des partenaires d’interaction de STIM1 dans l’optique de révéler 
le mécanisme par lequel STIM1 induit l’internalisation d’un canal calcique voltage-dépendant. 
Les protéines recueillies par le pull-down à partir des lysats de cœurs de rats avec une colonne 
d’affinité composée du domaine ERM de STIM1, ont été analysées en spectrométrie de masse. 
La protéine Muscle related coiled-coil (MURC), une protéine de la famille des Cavin, a été 
retenue comme partenaire d’interaction potentiel de STIM1. Comme elle est exprimée dans les 
cardiomyocytes et dans les cellules musculaires squelettiques, qui sont des cellules où la 
régulation de la signalisation calcique est primordiale pour le bon fonctionnement des tissus et 
qu’elle semble interagir avec STIM1, qui est un acteur important de la signalisation calcique, 
notre objectif s’est élargi et nous avons investigué sur l’implication de MURC dans la 
signalisation calcique en général. Nous avons donc confirmé par co-immunoprécipitation que le 
domaine ERM de STIM1 interagissait avec MURC. Puis, par des essais d’imagerie calcique, 
nous avons démontré que la surexpression de MURC pouvait provoquer différentes réponses 
dans différents types cellulaires en fonction de l’activation de la mobilisation calcique. En effet, 
nous avons observé une augmentation du SOCE qui est indépendante de la voie RhoA/ROCK 
dans les cellules HEK293T, une diminution de l’entrée de calcium médiée par un récepteur 
(ROCE) qui est pourrait être dépendante de la voie RhoA/ROCK dans les cellules T6.11 et une 
diminution de l’activation de RhoA de façon dépendante de l’activation du SOCE dans les 
cardiomyocytes HL-1. Nous avons aussi montré que MURC pouvait interagir à la membrane 





 du SOCE et ce de façon dépendante de l’activation de STIM1. Enfin, 
les résultats de cette étude suggèrent que MURC est un partenaire d’interaction de STIM1 
impliqué dans la signalisation calcique. En effet, MURC peut moduler l’activation de RhoA, ce 
qui pourrait induire l’internalisation de canaux calciques. De plus, son interaction avec STIM1 
et Orai1 pourrait notamment faire un pont facilitant l’interaction entre STIM1 et Orai1 ce qui 
aurait pour effet d’augmenter le SOCE et possiblement contribuer à augmenter l’hypertrophie 
des cardiomyocytes. 
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]i: Concentration intracellulaire de Ca
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Cav3.1: Canal calcique voltage-dépendant 3.1 
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 est un ion impliqué dans plusieurs phénomènes physiologiques où il agit à 
titre de second messager dans un grand nombre de processus cellulaires. En général, un 
second messager est une petite molécule intracellulaire qui effectue la transduction d’un 
signal par une augmentation de sa concentration intracellulaire en réponse à des stimuli 
externes, comme par exemple la liaison d’une hormone à son récepteur membranaire. Le 
Ca
2+ 
est utilisé par tous les types cellulaires et est notamment à la base de la sécrétion 
d’enzymes digestives, de la glycogénolyse, de l’agrégation plaquettaire, de la sécrétion 
d’histamine lors de réactions allergiques, de la régulation du cycle cellulaire, de la 
contraction musculaire, etc. (Berridge et al., 1998) La question se pose à savoir comment la 




]i) peut-elle causer un 
si grand nombre de réponses cellulaires différentes? L’équipe de Berridge et al. (Berridge 
et al., 2000b) a conclu que c’était la versatilité des mécanismes de signalisation calcique 
qui en est responsable. En effet, c’est la différence dans la vitesse, l’amplitude et les 
schémas spatio-temporels des pics de Ca
2+
 au niveau du cytoplasme qui font les différents 
messages dans la cellule. Les différents mécanismes de mobilisation du Ca
2+
 sont de plus 
en plus étudiés et de mieux en mieux compris depuis les deux dernières décennies. 
 
1.2 L’homéostasie calcique 
 
 Pour une cellule au repos, la concentration cytoplasmique de Ca
2+
 est d’environ 
0,1μM. Suite à une stimulation, la concentration intracellulaire de Ca2+ augmente à près de 
1μM (Berridge et al., 2000a; Berridge et al., 2000b). Ce Ca2+ provient essentiellement de 
deux réservoirs de Ca
2+
, soit du milieu extracellulaire ou soit du réticulum endoplasmique 
(RE) ou du réticulum sarcoplasmique (RS), pour les cellules musculaires. Le RE/RS est le 
principal réservoir intracellulaire de Ca
2+
. Les concentrations de Ca
2+
 du RE/RS et du 
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milieu extracellulaire sont de l’ordre du milli molaire (mM) ce qui est beaucoup plus élevé 
que la concentration cytoplasmique de Ca
2+
, soit environ 10 000 fois plus élevé (Berridge et 
al., 2002). Les cellules arrivent à maintenir l’homéostasie calcique grâce à l’utilisation 
d’échangeurs et de deux pompes ATPase qui utilisent l’énergie de l’hydrolyse de 
l’adénosine triphosphate (ATP) pour transporter le Ca2+ contre le gradient de concentration. 
La pompe ATPase SERCA (sarcoplasmic endoplasmic réticulum Ca
2+
 ATPase) est située à 
la membrane du RE/RS et pompe le Ca
2+
 du cytoplasme vers l’intérieur du RE/RS, alors 
que la pompe ATPase PMCA (plasma membrane Ca
2+
 ATPase) est située à la membrane 
plasmique et évacue le Ca
2+
 du cytoplasme vers le milieu extracellulaire. L’échangeur NCX 
(sodium Ca
2+
 exchanger), quant à lui, est un antiport situé à la membrane plasmique. Il 
transporte activement le Ca
2+
 à travers la membrane plasmique en utilisant le gradient 
sodique au lieu de l’ATP. Puisque l’échangeur NCX utilise le gradient sodique pour 
transporter le Ca
2+




ATPase. En effet, en 




ATPase crée un gradient de sodium en transportant 
activement celui-ci vers l’extérieur de la cellule. L’antiport NCX utilise alors ce gradient 
sodique pour transporter un ion calcique vers l’extérieur de la cellule en échange de 3 ions 






1.3 Mobilisation calcique des cellules excitables 
 
  La mobilisation du Ca
2+
 chez les cellules eucaryotes peut être causée par 
différents stimuli. La voie utilisée dépend principalement du type de cellules stimulées. Les 
cellules peuvent être excitables ou non excitables. Les cellules excitables se distinguent des 
cellules non excitables par leur capacité à augmenter leur [Ca
2+
]i en réponse à une 
dépolarisation de la membrane plasmique. Les cellules dites excitables sont les neurones, 
les cellules musculaires squelettiques et les cellules musculaires cardiaques. Chez les 
cellules musculaires, la voie de signalisation calcique la plus utilisée est le CICR (Ca
2+
-
Figure 1 : L’homéostasie calcique. 
Pour garder des niveaux de Ca
2+
 propice à une bonne signalisation dans son 
cytoplasme, la cellule doit pouvoir rétablir un gradient efficacement. Le Ca2+ est 
évacué du cytoplasme par les pompes ATPases SERCA et PMCA ainsi que par les 
antiports NCX. Les pompes SERCA et PMCA utilisent l’énergie de l’ATP pour 
transporter le Ca2+ contre son gradient de concentration. Les pompes SERCA 
acheminent le Ca2+ vers le RE/RS constituant la réserve de Ca2+ intracellulaire tandis 
que les pompes PMCA rejettent le Ca2+ à l’extérieur de la cellule. L’échangeur NCX, 
en conditions basales, transporte activement le Ca
2+ 
vers le milieu extracellulaire en 






 release). Le CICR a été le premier mécanisme de la mobilisation de Ca
2+
 
faisant appel aux réserves intracellulaires de Ca
2+
 à être proposé (Fabiato, 1983; Endo, 
2009). Il est défini, comme son nom l’indique, comme étant un phénomène par lequel une 
augmentation de la [Ca
2+
]i induit une relâche calcique du RE/RS. Le CICR est un processus 
d’amplification du signal qui cause une élévation rapide de la [Ca2+]i qui mène, entre autre, 
à la contraction musculaire (Bodi et al., 2005). Le signal débute par un stimulus qui 
provoque l’ouverture des canaux sodiques de la membrane plasmique provoquant ainsi une 
dépolarisation de cette dernière. Ce mouvement de charges à la membrane plasmique 
provoque l’ouverture de canaux calciques voltage-dépendants (VDCC) qui laissent entrer 
du Ca
2+ 
du milieu extracellulaire vers le cytoplasme de la cellule. On sait aujourd’hui, que 
dans les cellules cardiaques, ce sont les VDCC de type L (L-VDCC) qui sont 
principalement impliqués dans le CICR (Stern, 1992). Toutefois, l’entrée calcique 
provenant des L-VDCC n’est pas assez grande pour engendrer une contraction musculaire. 
Ainsi, le Ca
2+
 entré par les L-VDCC va plutôt provoquer une relâche calcique par les 
récepteurs de la ryanodine (RyR). En effet, ces derniers forment des canaux calciques 





 cytoplasmique lie les RyR ce qui provoque l’ouverture des canaux permettant la 
vidange du RE/RS. Ainsi, la [Ca
2+
]i atteint environ 1μM. C’est une concentration calcique 
optimale pour que le Ca
2+ 
lie la troponine C et induise la contraction
 
musculaire/cardiaque 















 Il a été démontré, que dans les cellules cardiaques, deux types de VDCC étaient 
exprimés: les VDCC à haut voltage, les L-VDCC, et les VDCC à faible voltage, les T-
VDCC (VDCC de type T) (Nilius et al., 1985). Les L-VDCC demandent une plus forte 
dépolarisation de la membrane plasmique pour initier leur ouverture que les T-VDCC 
(Zhang et al., 2013). De plus, les T-VDCC sont plus présents dans le développement 
précoce des cardiomyocytes et disparaissent du myocarde peu de temps après la naissance. 
Toutefois, chez les adultes, on les retrouve encore dans les fibres de Purkinje et dans les 
cellules atriales où ils jouent un rôle bien connu dans la rythmicité et la contractilité du 
cœur (Hagiwara et al., 1988). Néanmoins, les deux types de VDCC semblent participer au 
CICR, mais provoquent des contractions avec des propriétés différentes. En effet, le 
Figure 2 : Le CICR 
Le CICR est la principale voie de mobilisation du Ca
2+
 dans les cellules musculaires. 
La cellule au repos présente un gradient ionique qui forme un potentiel électrique 
membranaire. En effet, en condition basales, la face externe de la membrane 
plasmique est électropositive alors que sa face interne est électronégative. Le CICR 
débute lorsqu’un stimulus provoque la dépolarisation de la membrane plasmique. Le 
mouvement de charges à la membrane plasmique provoque l’ouverture des VDCC 
qui font entrer du Ca
2+ 
dans le cytoplasme. Le Ca
2+
 se lie aux RyR pour provoquer 
son ouverture et permettre la relâche de Ca
2+




courant produit par les T-VDCC est différent du courant produit par les L-VDCC. Il est 
activé par des potentiels membranaires beaucoup plus négatifs et sa phase d’inactivation, 
qui correspond à la fermeture des canaux pendant que la membrane est toujours 
dépolarisée, est plus rapide. Aussi, le courant des T-VDCC, a une phase de désactivation, 
qui correspond à la fermeture des canaux lorsque la membrane se repolarise, plus lente que 
le courant des L-VDCC (Catterall, 2000). 
 
  
1.4 Mobilisation calcique des cellules non excitables 
 
 Dans les cellules non excitables, on retrouve deux autres grandes voies de 
mobilisation calcique : le ROCE (Receptor Operated Ca
2+ 
Entry) et le SOCE (Store-
Operated Ca
2+
 Entry). Ces deux voies de mobilisation calcique débutent par la liaison d’un 
agoniste à son récepteur à la surface de la cellule. Ces récepteurs membranaires sont de 
type couplés à une protéine Gq (GqPCR). Lorsque l’agoniste lie son récepteur, il provoque 
un changement de conformation de la protéine Gq qui entraîne l’échange du guanosine 
diphosphate (GDP) pour un guanosine triphosphate (GTP) sur sa sous-unité αq. La protéine 
Gq, ainsi activée, voit sa sous-unité αq se dissocier de ses sous-unités β et γ. La sous-unité αq 
transloque vers la phospholipase Cβ (PLCβ) pour l’activer. Cette dernière hydrolyse le 
phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP2) en 2 seconds messagers : le diacylglycérol 
(DAG) et l’inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3) (voir Figure 3). D’une part, le DAG produit 
peut notamment activer l’entrée de Ca2+ appelée ROCE et activer la protéine kinase C 
(PKC) qui, à son tour, phosphoryle plusieurs protéines clés de la signalisation calcique. 
D’autre part, la production d’IP3 résulte en une augmentation du Ca
2+ 
cytoplasmique qui 
peut être divisée en 2 phases; la relâche calcique du RE/RS et le SOCE
 
(Smyth et al., 
2010). La relâche de Ca
2+
 du RE/RS, se produit lorsque l’IP3 se lie à son récepteur situé à la 
membrane du RE/RS, l’IP3R. La déplétion du réservoir intracellulaire de Ca
2+
 causée par 
cette relâche calcique active ensuite la deuxième phase de l’augmentation de Ca2+ 








Figure 3 : Mobilisation calcique dans les cellules non-excitables. 
Dans les cellules non excitables, la signalisation calcique débute généralement par la 





PCR). Lorsque un agoniste se lie au récepteur, la protéine Gq s’active et se 
dissocie pour activer la phospholipase Cβ (PLCβ). Cette dernière hydrolyse le 
phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP
2
) en diacylglycérol (DAG) et en IP
3
. Le 
DAG active des canaux calciques membranaires comme TRPC6 pour produire 
l’entrée ROCE ainsi que la PKC, tandis l’IP
3 
se lie à son récepteur pour permettre la 
relâche de Ca
2+
 du RE/RS. Lorsque STIM1 capte une baisse de la concentration 
calcique intraréticulaire, il s’oligomérise et se déplace près de la membrane 
plasmique pour interagir avec Orai1 et TRPC1 afin de permettre l’entrée capacitative 
du Ca
2+
 (SOCE). Lorsque la stimulation du G
q
PCR est terminée, les pompes ATPases 
SERCA et PMCA rétablissent le gradient calcique. 
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1.5 Le SOCE 
 
 L’entrée capacitative de Ca2+ ou le SOCE se définit comme étant un processus par 
lequel la déplétion des réserves intracellulaires de Ca
2+
 active secondairement un afflux de 
Ca
2+
 dans la cellule à travers la membrane plasmique (Putney, 2011). En effet, puisqu’à la 
suite d’une relâche calcique, le Ca2+ est pompé respectivement vers le RE/RS et vers 
l’espace extracellulaire par les pompes ATPases SERCA et PMCA, il devient évident qu’il 
doit exister un mécanisme par lequel les réserves de Ca
2+ 
se regarnissent. Il y a près de 30 
ans, J.W. Putney a proposé un modèle d'entrée calcique dans lequel la déplétion des 
réserves de Ca
2+
 intracellulaire signale aux canaux calciques de la membrane plasmique de 
s’ouvrir pour permettre une reconstitution des réserves (Putney, 1986). Il croyait que la 
diminution de la concentration en Ca
2+
 de la réserve intracellulaire entraînait la libération 
d’une contrainte inhibitoire dans la voie de signalisation du Ca2+ et permettait au Ca2+ de 
passer directement de l’espace extracellulaire vers les réserves intracellulaires. Après 
plusieurs années d’études, lui-même et plusieurs autres groupes de recherche ont démontré 
que sa proposition n’était pas tout à fait juste. Trois découvertes majeures ont permis de 
mettre en lumière les grands principes du SOCE (Putney, 2011). D’abord, vers la fin des 
années 1980, l’équipe du professeur Putney a pu observer la [Ca2+]i dans des cellules 
acineuses de la glande parotide de rats à l’aide du Fura-2 (Takemura & Putney, 1989). Les 
cellules étaient stimulées par un agoniste des récepteurs muscariniques en absence de Ca
2+
 
extracellulaire pour induire la décharge des réserves intracellulaires de Ca
2+
. Les récepteurs 
étaient ensuite bloqués par l’atropine, puis le Ca2+ extracellulaire était rétabli. L’expérience 
a démontré qu’il y avait un influx de Ca2+ qui survenait indépendamment de l’activation du 
récepteur. Cet influx dépendait probablement de la déplétion des réserves intracellulaires de 
Ca
2+
. Ensuite, un nouvel outil pharmacologique est venu apporter d’autres clarifications au 
sujet du SOCE. L’équipe du professeur Hanley a découvert un nouvel alcaloïde issu d’une 
plante, la thapsigargin (Tg) (Jackson et al., 1988). Cette dernière permettait de relâcher les 
réserves intracellulaires de Ca
2+
 indépendamment de l’IP3 (Thastrup et al., 1990). Lorsque 
l’équipe du professeur Putney a utilisé la Tg sur leur modèle de cellules acineuses de la 
glande parotide, ils ont prouvé pour la première fois que c’était la déplétion des réserves de 
Ca
2+
 qui activait l’entrée de Ca2+ observée plus tôt (Takemura et al., 1989). Finalement, au 
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début des années 1990, l’équipe de Hoth et Penner a fait la troisième découverte qui a 
permis de valider l’hypothèse de l’existence du SOCE. Ils ont démonté, avec une technique 
de patch-clamp, qu’il existait un courant électrophysiologique activé par la déplétion des 
réserves intracellulaires de Ca
2+ 
(Hoth & Penner, 1992). Ce courant aux propriétés uniques 
a été nommé ICRAC (courant du Ca
2+
 release-activated Channel). Le courant ICRAC est 
unique et est reconnu pour sa très grande sélectivité pour le Ca
2+
 et la conductance très 
faible de ses canaux. De plus, l’ICRAC est uniquement activé en réponse à la déplétion des 
réserves intracellulaires de Ca
2+
. Après toutes ces découvertes, tout était en place pour 
partir à la recherche des effecteurs du SOCE : une protéine pouvant transmettre 
l’information sur le contenu des réserves intracellulaires et un canal calcique provoquant 
l’ICRAC. Des années plus tard, au début des années 2000, les principaux effecteurs du SOCE 
ont été découverts grâce au ICRAC et à des études menées avec des ARN interférents. En 
effet, Liou et al. a démontré que STIM1 (Stromal Interaction Molecule 1) est le senseur de 
la concentration des réserves intracellulaires de Ca
2+
 chargé d’initier le SOCE (Liou et al., 
2005). De la même façon Vig et al. a démontré que les protéines Orai forment les canaux 
du SOCE produisant le courant ICRAC (Vig et al., 2006). Donc, aujourd’hui, il est connu et 
accepté que suite à la déplétion des réserves de Ca
2+
, la protéine STIM1 est activée et va, à 
son tour, activer les canaux calciques membranaires formés par les protéines Orai pour 
permettre une entrée de Ca
2+






 Il a été démontré, dans les dernières années, que le SOCE n’était pas réservé 
uniquement qu’aux cellules non-excitables. En effet, des groupes de recherches ont détecté 
les protéines du SOCE dans des cellules excitables et ont démontré qu’elles avaient des 
fonctions physiologiques. Par exemple, Stiber et al. ont démontré que le SOCE prévient la 
fatigue dans les cellules musculaires squelettiques en regarnissant les réserves 
intracellulaires de Ca
2+ 
(Stiber et al., 2008). Voelkers et al ont aussi démontré que les 
protéines STIM1 et Orai1 du SOCE participent au développement de l’hypertrophie des 
cardiomyocytes. (Voelkers et al., 2010). 
Figure 4 : L’entrée SOCE 
Une diminution de la concentration de Ca
2+
 dans la lumière du réticulum 
endoplasmique active la protéine STIM1. Cette dernière active les canaux du SOCE 
tels que les canaux CRAC formés par les protéines Orai1 et les canaux TRPC1. Ces 
canaux ioniques membranaires font entrer du Ca
2+
 dans le cytoplasme de la cellule. 
C’est cette entrée calcique provoquée par la déplétion des réserves intracellulaires de 
Ca
2+
 qui est appelée SOCE. Le Ca
2+
 est finalement pompé vers l’extérieur de la 




15.1 STIM 1 
 
 La protéine STIM1 (Stromal Interaction Molecule 1) est une protéine de 685 
acides aminés à un seul passage transmembranaire distribuée sur la membrane du RE/RS. 
Elle est connue pour être la protéine activatrice du SOCE par son rôle de senseur de la 
concentration calcique intraréticulaire. L’extrémité N-terminale de STIM1 se trouve du 
côté intraréticulaire et possède un domaine peptide signal, pour la localisation au RE/RS, 
un domaine de liaison du Ca
2+
 EF-hand et un domaine SAM (steril α-motif) (Figure 5). Le 
domaine EF-hand adopte une conformation très stable avec le domaine SAM lorsqu’il lie le 
Ca
2+
 avec une affinité apparente de 0,2 à 0,6mM (Stathopulos et al., 2006). Puisque la 
concentration calcique intraréticulaire d’une cellule au repos est d’environ 1mM (Soboloff 
et al., 2012), le domaine EF-hand-SAM de STIM1 est stable en conditions basales. 
Lorsqu’il se produit une relâche calcique, la concentration en Ca2+ du RE/RS diminue et le 
Ca
2+
 qui était lié au domaine EF-hand de STIM1 est libéré. La dissociation du Ca
2+
 du 
domaine EF-hand-SAM de STIM1 induit une déstabilisation de cette structure provoquant 
ainsi l’activation de la protéine (Stathopulos et al., 2008). Il se produit alors une 
oligomérisation des protéines STIM1. Les protéines STIM1 s’oligomérisent par des 
domaines ayant une conformation Coiled-Coil (CC) (acides aminés 238 à 423) (Yang et al., 
2012) qui se situent sur leur queue cytoplasmique C-terminale. La queue C-terminale de 
STIM1 comporte notamment des domaines CC1, SOAR (STIM-Orai activating region), et 
une queue polybasique (riche en lysines) qui permettent essentiellement à la protéine 
STIM1 d’initier le SOCE. En effet, ce sont les domaines CC1 et SOAR de STIM1 qui sont 
responsables de la formation de multimères et de l’activation de canaux calciques 
membranaires. Il semble, cependant, que ce soit les domaines polybasiques qui permettent 
aux multimères de transloquer à la jonction du RE/RS et de la membrane plasmique et de 
s’ancrer à la membrane plasmique (Liou et al., 2007) pour activer les protéines Orai et 







Figure 5 : Domaines fonctionnels des protéines STIM1 et Orai1. 
STIM1 est une protéine à un seul passage transmembranaire (TM) située à la 
membrane du RE/RS. Sa queue N-terminale qui se situe à l’intérieur du RE/RS 
comporte un domaine EF-Hand et un domaine steril α-motif (SAM). Sa queue C-
terminale, quant à elle, se situe dans le cytoplasme et comporte des domaines coiled-
coil, un domaine STIM-Orai activating region (SOAR) et une queue poly-basique 
(K) qui est riche en résidus lysines. Orai1 est une protéine à 4 passages 
transmembranaires (TM1-TM4) qui se situe à la membrane plasmique. Ses queues 
N- et C-terminales se situent toutes les deux dans le cytoplasme. La queue N-
terminale d’Orai1 porte un domaine Extended TM1 Orai1 N-terminal (ETON) alors 





 Les protéines Orai sont des protéines à 4 domaines transmembranaires possédant 
leurs extrémités N- et C-terminales du côté cytoplasmique de la membrane plasmique 
(Stathopulos & Ikura, 2013). Elles ont été caractérisées dans le cadre de la cartographie des 
gènes d'une famille avec un déficit immunitaire combiné sévère attribuée à une perte du 
SOCE (Feske et al., 2006). Les protéines Orai servent de sous-unités pour la formation 
d’un pore tétramérique à haute sélectivité pour le Ca2+ dans la membrane plasmique, qui est 




) (Ji et al., 2008). Les 
canaux CRAC fournissent des signaux calciques précis qui sont importants pour contrôler 
la réponse cellulaire à long terme (Soboloff et al., 2012). Ce sont les canaux CRAC qui 
sont responsables du courant ICRAC observé dans le SOCE. Il existe 3 membres dans la 
famille des protéines Orai chez les mammifères : Orai1, Orai2 et Orai3. Orai1 a été 
identifiée la première et est toujours considérée comme la plus importante composante du 
canal CRAC alors qu’Orai2 et Orai3 ont été décrites avec des fonctions similaires, mais 
ayant une moins grande efficacité qu’Orai1 (Smyth et al., 2006). L’assemblage des sous-
unités Orai1 en canaux CRAC se fait par leur premier domaine transmembranaire (TM1) 
(Li et al., 2007). C’est l’assemblage des domaines TM1 qui donne naissance au pore par 
lequel les ions passent.  
  
 Plusieurs études démontrent que STIM1 et Orai1 interagissent afin d’accomplir le 
SOCE. L’équipe de Muik et al. a notamment permis de préciser la compréhension de cette 
interaction (Muik et al., 2008). Ils ont démontré que lorsqu’Orai1 était exprimée sans sa 
queue N-terminale, une interaction pouvait toujours se produire entre STIM1 et Orai1. 
Cependant, malgré l’interaction entre STIM1 et Orai1, aucun SOCE n’était détecté après 
stimulation. Ils ont aussi exprimé Orai1 sans sa queue C-terminale et, cette fois, aucune 
interaction entre STIM1 et Orai1 n’a été détectée. Cela démontre que les domaines CC de 
la queue C-terminale d’Orai1 sont nécessaires pour l’interaction avec STIM1, mais que 
c’est plutôt l’interaction entre STIM1 et le domaine N-terminal d’Orai1 qui est responsable 
de l’activation du canal CRAC. La compréhension du fonctionnement d’Orai1 et des 
canaux CRAC a aussi été grandement augmentée par l’étude de la structure 
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les 3 acides aminés chargés négativement de chaque première boucle 
extracellulaire formant l’entrée du canal CRAC. Ensuite, il passe ensuite par une étape de 
sélectivité formée par les acides aminés E106 de chaque TM1 formant l’entrée du pore, 
puis qu’il continue dans le pore formé des acides aminés hydrophobes des domaines TM1. 
Finalement, le Ca
2+
 est relâché dans le cytoplasme lorsque la protéine STIM1 interagit avec 
le domaine Extended TM1 Orai1 N-terminal (ETON) d’Orai1 (Fahrner et al., 2013). Ce 
domaine ETON possède 3 acides aminés chargés positivement qui, en condition non 
stimulées, agissent comme barrière en repoussant les ions calciques. Lorsque les cellules 
sont stimulées et que STIM1 est activée par la déplétion des réserves de Ca
2+
, STIM1 
interagit avec le domaine ETON d’Orai1 ce qui provoque l’élongation de ce dernier. C’est 
ce déplacement des acides aminés chargés positivement qui permet un environnement 





 Les TRP (Transient Receptor Potential) sont des protéines à 6 domaines 
transmembranaires, qui s’assemblent en homo- ou en hétéro-tétramères pour former des 
canaux cationiques. Les TRP ont d’abord été décrit comme étant des canaux cationiques 
activés en réponse à une stimulation des photorécepteurs chez la drosophile. Les canaux 
TRP sont divisés en 7 sous-familles : TRPC, TRPM, TRPV, TRPA, TRPP, TRPML et 
TRPN selon leur homologie de séquences (Montell et al., 2002). Chaque sous-famille 
contient de 1 à 8 membres et jouent plusieurs rôles différents dans les cellules. Dans un 
contexte de signalisation calcique, les canaux TRPC (Transient Receptor Potential 
Canonical) sont les plus intéressants à étudier, car ils sont les seuls TRP à être impliqués 
dans la signalisation médiée par des récepteurs. En effet, il a été démontré dans plusieurs 
études, que les canaux TRPC participent aux deux grandes voies de mobilisation calcique 
des cellules non-excitables : le SOCE et le ROCE. Les TRPC comptent 7 isoformes, 
TRPC1 à 7, qui peuvent encore être classées en 3 sous-groupes selon leur homologie de 
séquence : les TRPC1/4/5, TRPC2 et les TRPC3/6/7 (Parekh & Putney, 2005). Alors que 
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TRPC2 est un pseudogène chez l’humain, il semble que les TRPC1,3,4 et 5 aient un rôle 
dans le SOCE (Smyth et al., 2010). Des études démontrent qu’une déplétion de 
l’expression des canaux TRPC réduit l’entrée de Ca2+ associée au SOCE (Liu et al., 2000) 
(Liu et al., 2003) (Brough et al., 2001). Parallèlement, d’autres études montrent une 
augmentation du SOCE lorsqu’ils sont surexprimés (Zhu et al., 1996). Contrairement aux 
protéines Orai1, les TRPC génèrent un courant cationique non-sélectif en réponse à la 
stimulation d’un GPCR par un agoniste. Malheureusement, l’activation et la régulation des 
TRPC ne sont pas encore totalement élucidées. Plusieurs études démontrent des résultats et 
des interprétations contradictoires, mais, pour l’instant, il semble y avoir 3 mécanismes 
d’activation potentiels des canaux TRPC. Le premier à avoir été proposé est une activation 
via le SOCE (Hardie & Minke, 1993), le second est une activation via des produits 
d’hydrolyse du PIP2 (le ROCE) (Hardie, 2003) et le plus récent mécanisme d’activation des 
TRPC à avoir été proposé implique la régulation de la localisation des canaux à la 
membrane plasmique (Cayouette et al., 2004).  
  
 Pour ce qui en est l’activation de certains des TRPC par le SOCE, des études 
menées sur les canaux TRPC1 proposent que l’activation de TRPC1 soit faite par STIM1 et 
Orai1. Le groupe de Pani et al. a démontré que l’interaction des deux résidus lysine en 
position 684-685 du domaine C-terminal de STIM1 régule l’ouverture des canaux TRPC1 
en interagissant avec les deux résidus aspartate en position 639-640 de sa queue C-
terminale (Pani et al., 2009). Aussi, il a été montré que l’entrée de Ca2+ provenant des 
canaux CRAC déclenche le recrutement des canaux TRPC1 à la membrane plasmique 
(Cheng et al., 2011). Ironiquement, même si les TRPC sont les TRP de mammifères les 
plus semblables au TRP de la drosophile, il a été démontré que la déplétion des réserves 
intracellulaires de Ca
2+
 n’active pas les TRP chez drosophile (Hardie, 2003). Cela suggère 
donc que d’autres voies de signalisation puissent activer certains TRPC.  
 
1.6 Le ROCE 
 
 Le ROCE (Receptor-Operated Ca
2+
 Entry) est une voie de mobilisation calcique 
qui n’est pas médiée par la déplétion des réserves intracellulaires de Ca2+. Il est plutôt 
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activé par les seconds messagers produits suivant l’activation d’un GqPCR (Figure 6). Il 
faut considérer le ROCE et le SOCE comme deux voies de signalisation distinctes, mais il 
faut tout de même se souvenir que ce sont deux voies de signalisation inter-reliées qui se 
chevauchent parfois (Birnbaumer, 2009). En effet, les seconds messagers découlant de 
l’activation du GqPCR peuvent à la fois activer l’entrée ROCE décrite à la Figure 6 et 
activer l’entrée SOCE décrite à la Figure 4. Dans ce cas, le SOCE est inclus dans le ROCE. 
Le SOCE, qui a été décrit précédemment est un phénomène moléculaire défini qui génère 
une entrée calcique par des canaux précis en réponse à la déplétion des réserves de Ca
2+
 et 
qui ne nécessite pas obligatoirement l’implication de récepteurs membranaires. À l’opposé, 
le ROCE est un mécanisme qui fait directement appel à l’activation de récepteurs 
membranaires pour permettre l’entrée de Ca2+ par des canaux cationiques non-sélectifs et 
par les canaux du SOCE. Les principaux effecteurs du ROCE sont les canaux de la sous-
famille des TRPC3/6/7. En effet, Hofmann et al. ont démontré que le DAG peut activer 
directement les canaux TRPC3, 6 et 7 et ainsi permettre une entrée calcique dans le 
cytoplasme (Hofmann et al., 1999). Il a aussi été démontré que le DAG pouvait réguler 
indirectement le canal TRPC6 en activant la PKC (Bousquet et al., 2010). La PKC inhibe le 
canal TRPC6 en phosphorylant le résidu sérine en position 448. 
 
Figure 6: L’entrée ROCE 
L’entrée de Ca
2+
 ROCE fait suite à l’activation d’un G
q
PCR. L’activation du 




 et en DAG. Le 
DAG peut activer directement les canaux de la sous-famille TRPC3/6/7 qui sont les 





1.7 Le trafic intracellulaire 
 
 Tel que mentionné précédemment, l’activité de certaines protéines de la 
signalisation calcique, comme les TRPC, peuvent être modulées par leur niveau 
d’expression à la membrane plasmique. Pour ce faire, après avoir été exprimés à la 
membrane plasmique, ces canaux doivent pouvoir être internalisés dans des endosomes où 
ils seront triés. Ils seront ensuite envoyés aux lysosomes pour être dégradés ou alors ils 
seront recyclés et externalisés de nouveau. Le recyclage des canaux TRPC est crucial pour 
assurer leur fonction et peut se faire via plusieurs voies de signalisation différentes (de 
Souza & Ambudkar, 2014). D’abord le recyclage peut s’effectuer rapidement. Les canaux 
TRPC sont expédiés à la membrane plasmique directement depuis les endosomes précoces. 
Ensuite le recyclage peut s’effectuer lentement en expédiant les canaux TRPC des 
endosomes précoces vers des compartiments de recyclage et enfin vers la membrane 
plasmique. Finalement, un dernier mode de recyclage des TRPC consiste en une voie 
rétrograde. Les canaux TRPC passent des endosomes précoces aux endosomes tardifs où ils 
sont transportés vers le trans-golgi et sont finalement renvoyés à la membrane plasmique 
par la sécrétion de vésicules. Il apparait évident que la localisation et la vitesse à laquelle 
les vésicules qui contiennent les canaux TRPC fusionnent avec la membrane plasmique 
doivent être régulés. Il existe deux grandes classes de protéines qui sont impliqués dans la 
régulation du transport intracellulaires des canaux TRPC : les SNAREs (soluble N-
ethylmaleimide-sensitive factor attachment receptor) et les Rabs. Les SNAREs sont des 
protéines transmembranaires présentes à la membrane plasmique et aux membranes des 
vésicules. Elles servent de point d’ancrage entre les domaines de la membrane plasmique 
destinés à recevoir les vésicules et les vésicules elles-mêmes et permettent d’initier la 
fusion des membranes. Les protéines Rabs, elles, sont des petites protéines G dont il existe 
un grand nombre d’isoformes. Leur principal rôle est de guider les vésicules vers les bons 
compartiments cellulaires tout au long des processus de recyclage. En bref, le bon 
fonctionnement des canaux TRPC et d’autres canaux calciques dépend d’une bonne 
régulation du transport intracellulaire, mais aussi de leur insertion dans des microdomaines 




1.8 Les cavéoles dans la signalisation calcique  
 
 Il a été dit précédemment que la versatilité du Ca
2+
 provient en partie de 
l’organisation spatio-temporelle de ses influx. En effet, puisque la spécificité, la fiabilité et 
l’exécution précise de plusieurs processus cellulaires dépendent d’une régulation spatio-
temporelle rigoureuse des signaux de Ca
2+
 (Berridge et al., 2003), les cellules sont dotées 
de microdomaines spécifiques qui restreignent les protéines de la signalisation calcique à 
des espaces précis. En effet, cela favorise une communication plus efficace et plus rapide 
entre les effecteurs de la signalisation calcique (Pani & Singh, 2009). Ces microdomaines 
sont les radeaux lipidiques et les cavéoles de la membrane plasmique.  
 
Les radeaux lipidiques fournissent un microdomaine dans lequel des événements de 
signalisation hautement spécifiques peuvent se produire efficacement. Ce sont des 
microdomaines de la membrane plasmique d’une taille de 10 à 200nm riche en cholestérol 
et en sphingolipides (Liu et al., 2007). Leur composition est hétérogène et très dynamique. 
Selon leur composition, les radeaux lipidiques vont favoriser l’enrichissement de 
différentes protéines leur donnant ainsi des fonctions variées. Les lipides, qui composent 
les radeaux lipidiques peuvent réguler la signalisation calcique de plusieurs façons. 
D’abord, ils pourraient activer directement certains canaux calciques. Par exemple, il 
semblerait que certains TRP requiert la liaison avec le PIP2 pour être activés (Qin, 2007). 
Ensuite, certains lipides peuvent servir de transducteurs du signal. Le PIP2 qui est clivé en 
DAG et en IP3 en est un exemple. Finalement, ils peuvent réguler le transport de certaines 
protéines clé de la signalisation calcique (Pani & Singh, 2009). 
  
 Les cavéoles sont une sous-classe des radeaux lipidiques. Leur composition 
lipidique est très semblable à celle des radeaux lipidiques. Cependant, elles se démarquent 
des radeaux lipidiques, entre autre, par leur forme. En effet, tandis que les radeaux 
lipidiques sont plats et ne sortent pas du plan de la membrane plasmique, les cavéoles 
forment des invaginations de la membrane plasmique à l’aspect d’oméga inversé (Ʊ) de 50 
à 100nm de profond (Pani & Singh, 2009). De plus, elles possèdent des éléments 
structuraux qui leur sont unique : les cavéolines et les Cavins. Les cavéolines sont des 
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petites protéines qui maintiennent la structure en forme d’oméga inversé des cavéoles en 
s’oligomérisant et en tapissant la région membranaire (Parton & del Pozo, 2013). On 
compte 3 isoformes de cavéolines : Cav1, Cav2 et Cav3. Les Cav1 et Cav2 sont présentes 
dans la plupart des types cellulaires du système cardiovasculaire alors que les Cav3 sont 
exprimées surtout dans les cellules des muscles lisses vasculaires et dans les cellules 
musculaires squelettiques et cardiaques (Chidlow & Sessa, 2010). Les Cavins ont été 
découvertes au cours des 5 dernières années nous forçant à revoir la compréhension de 
l’assemblage des cavéoles. Pour l’instant, 4 Cavins sont connues chez les mammifères. Il y 
a Cavin1, qui est aussi connue sous le nom de PTFR (polymerase I and transcript release 
factor), Cavin2 aussi connue sons le nom de SDPR (serum deprivation-response protein), 
Cavin3 connue sous le nom de PRKCDBP (protein kinase C, delta binding protein) et 
Cavin4 connue sous le nom de MURC (muscle-related coiled-coil protein) (Kovtun et al., 
2015). Les Cavins sont coexprimées dans les cellules de mammifères et s’assemblent en 
oligomères appelés les complexes de Cavins. Ces complexes sont naturellement présents 
dans le cytoplasme des cellules. Cependant, dans les cellules qui expriment les protéines 
cavéolines, les complexes de Cavins sont associés aux cavéoles. Puisque l’existence de 
cette famille de protéines n’est connue que depuis peu, leur rôle précis au niveau des 
cavéoles est encore incertain. Toutefois, il semblerait que l’expression des différentes 
Cavins dépende de la nature du tissu suggérant ainsi que chaque membre de la famille des 
Cavin régule des fonctions des cavéoles propre au type tissulaire (Bastiani et al., 2009). 
 
Les cavéolines ont plusieurs fonctions importantes connues au niveau des cavéoles. 
D’abord, ce sont elles qui donnent et stabilisent la forme des cavéoles. Les cavités qu’elles 
forment dans la membrane plasmique peuvent améliorer la signalisation calcique en 
facilitant l’interaction entre STIM1 et les canaux du SOCE en réduisant la distance entre les 
membranes du RE/RS et plasmique (Pani & Singh, 2009). Ensuite, les cavéolines possèdent 
des régions d’échafaudage très conservées qui permettent de lier et de bien positionner des 
protéines essentielles pour la signalisation calcique. Ces dernières années, des groupes de 
recherche ont même émis une hypothèse selon laquelle les cavéolines, par leur domaines 
d’échafaudage, retiennent les protéines de signalisation dans une forme inactive jusqu'à ce 
qu’elles reçoivent leur signal d’activation (Parton & del Pozo, 2013). Par exemple, un 
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groupe rapporte que Cav1 lie les canaux TRPC1 et les retient dans les régions où les 
multimères de STIM1 transloquent après la déplétion des réserves de Ca
2+ 
et que 
l’activation des canaux TRPC1 par STIM1 les libèrent de Cav1 (Pani et al., 2009). 
Finalement, des études récentes démontrent que Cav1 peut s’associer avec des fibres 
d’actine appelées les fibres de stress et permettre l’endocytose et le trafic intracellulaire des 
cavéoles (Kirkham et al., 2005). Toutefois, puisque le trafic intracellulaire médié par les 
cavéoles n’a été prouvé que récemment, plusieurs étapes de la mécanistique restent à 
clarifier. En somme, il semblerait que l’association entre les cavéoles et les fibres de stress 
stabilise les cavéoles à la membrane plasmique. Lorsqu’une diminution de tension dans la 
membrane plasmique survient, les fibres de stress pourraient entraîner les cavéoles à 
l’intérieur du cytoplasme provoquant l’endocytose (Echarri et al., 2012). Après 
l’endocytose, les microtubules pourraient réguler la migration des endosomes dans la 
région périnucléraire (Echarri & Del Pozo, 2015). 
 
 
1.9 But de l’étude 
  
  Tel que mentionné précédemment, la bonne régulation de la signalisation calcique 
est cruciale pour le bon fonctionnement de plusieurs processus physiologiques. En effet, il a 
été démontré que STIM1 et le SOCE jouent un rôle important dans le développement de 
l’hypertrophie des cellules cardiaques (Ohba et al., 2009). Récemment, un nouveau rôle de 
la protéine STIM1 a commencé à émerger. STIM1 pourrait réguler la signalisation calcique 
en modulant l’expression à la membrane plasmique de canaux calciques comme les canaux 
CRAC et les T-VDCC (Hodeify et al., 2015) (Nguyen et al., 2013). Le but de l’étude 
présentée ici était de préciser le domaine d’interaction entre le T-VDCC Cav3.1 et STIM1 
et d’identifier des partenaires d’interaction de STIM1 dans l’optique de révéler le 






 Le milieu de culture Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), le mélange de 
pénicilline et de streptomycine, la L-glutamine, le milieu Opti-MEM I et la trypsine 
proviennent de chez Gibco’s|Life Technologies (Carlsbad, CA). Le milieu de culture 
Claycomb, le sérum bovin fœtal (FBS) pour les cellules HEK293T et T6.11 ainsi que le 
FBS pour les cellules HL-1, la fibronectine, le Soybean Trypsin Inhibitor, le Brilliant Blue 
G Solution et l’anticorps de lapin anti-MURC sont achetés chez Sigma Aldrich (Saint-
Louis, MO). Les marqueurs de poids moléculaires quantitatifs 1Kb et 100pb DNA Ladder 
RTU proviennent de chez Froggabio (North York, ON). La trousse Zero Blunt
®
 PCR 
Cloning kit est a été achetée chez Invitrogen
™
|Life Technologies (Carlsbad, CA). La 
polymérase Phusion et les enzymes de restrictions proviennent de chez New England 
BioLabs (Whitby, ON). Le Fura-2/AM et le Hoechst sont achetés chez Calbiochem (San 
Diego, CA). Les billes de Glutathione Sépharose
™ 
4B (billes de GSH), les billes de Protein 
A-Sépharose
™
 CL-4B, les anticorps secondaires d’âne anti-lgG de lapins couplé à la 
peroxydase et de mouton anti-lgG de souris conjugué à la peroxydase proviennent de chez 
GE Healthcare (Baie-d'Urfé, QC). Les anticorps de lapin anti-Cav3.1 et anti-STIM1 
proviennent respectivement de chez Alomone (Jérusalem, Israël) et EMD Millipore 
(Billerica, MA). Les anticorps de souris anti-GFP, anti-DDK et anti-Myc sont achetés 
respectivement chez Clonetech (Mountain View, CA), Origene (Rockville, MD) et Santa 
Cruz Biotechnology (Dallas, TX). L’anticorps secondaire de chèvre anti-IgG de lapin 
couplé au AlexaFluor
®
 594 et la Phalloïdine couplée au Texas Red
®
 proviennent de chez 
Molecular Probes|Life Technologies (Carlsbad, CA). Le substrat chimiluminescent de la 
peroxydase SuperSignal West Pico est acheté chez Thermo Scientific|Life Technologies 
(Carlsbad, CA). Les membranes de nitrocellulose proviennent de chez PerkinElmer 
(Waltham, MA). Les trousses QIAquick et PlasmidPlus Midi Kit proviennent de chez 
Qiagen (Venlo, Province de Limbourg, Pays-Bas), alors que la trousse RhoA activation 







3.1 Construction des protéines de fusion GST 
 
 Une amplification des domaines Coiled-coil (CC), Ezrin/Radixin/Moesin (ERM) et 
C-Terminal (C-T) de la protéine STIM1 a été faite par PCR. Les domaines CC, ERM et C-T de 
STIM1 comprennent respectivement les acides aminés 219 à 394, 219 à 548 et 219 à 685. 
L’oligonucléotide sens utilisé pour amplifier les trois domaines est 5’- ACA TGT CTA TCG 
TTA TTG GTG TG -3’. Les trois oligonucléotides anti-sens utilisés pour amplifier les 
domaines CC, ERM et C-T de STIM1 sont respectivement 5’- TCT AGA AGG TGC CAA 
AGA GTG T -3’, 5’- TCT AGA GAG CCT CGT CTG CAG C -3’ et 5’- TAG AAG GCA 
CAG TCG AGG -3’. Chaque tube réactionnel de PCR est fait dans un volume de 50μL et 
comprend 300ng d’ADNc de STIM1, 200μM de dNTPs, le tampon HF de la polymérase 
Phusion™ à une concentration finale de 1X et 1U de polymérase Phusion™. Les tubes 
contiennent également 0,5μM d’oligonucléotides sens et 0,5μM de l’oligonucléotide anti-
sens approprié. Les tubes subissent un premier cycle de dénaturation durant 30 secondes à 
98°C, puis 35 cycles de trois étapes: dénaturation pendant 5 secondes à 98°C, liaison de 
l’oligonucléotide à 60, 50 et 53°C respectivement pour le CC, le ERM et le C-T durant 30 
secondes et élongation pendant 30 secondes à 72°C. Les 35 cycles sont suivis d’un cycle 
d’élongation final de 5 minutes à 72°C. Tous les PCRs sont terminés par l’incubation des 
échantillons à 4°C.  
 
 Les produits PCR sont ensuite analysés sur gel d’agarose (1 ou 2%) d’où ils sont 
extraits et purifiés à l’aide de la trousse de QIAquick Gel Extraction Kit selon les 
recommandations du fabricant. La concentration finale des produits PCR est estimée par 
migration sur gel d’agarose à l’aide du marqueur de poids moléculaire quantitatif 1Kb ou 
100pb DNA Ladder RTU. Les produits finaux de PCR sont clonés dans le plasmide pCR
®
-
Blunt. L’amplification du plasmide s’est faite à la suite d’une transformation des bactéries 
compétentes One Shot
®
 de la trousse Zero Blunt
® 
PCR Cloning Kit selon les 
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recommandations du fabricant. L’extraction d’ADN est effectuée à partir de quelques 
clones obtenus, puis des échantillons sont envoyés à une plateforme de séquençage.  
 
 Après séquençage, un clone dont l’insert est à l’endroit et dont l’ADN n’a pas de 
mutation est sélectionné pour chacun de nos domaines de STIM1 et sera sous-cloné dans 
pGEX-4T-1N. C’est le vecteur pGEX-4T-1N qui porte la glutathione S-transférase (GST) 
qui sera fusionnée à nos domaines de STIM1. Les trois domaines de STIM1 sont excisés du 
vecteur pCR
®
-Blunt par digestion à l’aide des enzymes de restriction BamHI et XhoI selon 
les recommandations du fabricant. Le plasmide pGEX-4T-1N est également ouvert au 
niveau de son site de restriction multiple suite à sa digestion par les mêmes enzymes. Les 
inserts et le vecteur générés sont séparés sur gel d’agarose 1%, purifiés avec la trousse 
QIAquick Gel Extraction Kit et quantifiés sur gel d’agarose. Les trois inserts sont ligués 
avec le vecteur et transformés dans des bactéries E.Coli DH5α. Une midipréparation est 
effectuée pour chacun de nos domaines de STIM1 avec la trousse PlasmidPlus midi kit 
selon les recommandations du fabricant. 
 
 
3.2 Purification des protéines GST 
 
 Les clones des domaines CC, ERM et C-T de STIM1 dans pGEX-4T-1N ainsi que 
pGEX-4T-1N vide sont transformés dans des bactéries compétentes E.Coli BL21. Un clone 
de bactéries transformées est inoculé dans 5ml de milieu LB additionné de 75μg/ml 
d’ampicilline et incubé à 37°C durant 16 heures pour chacune des protéines GST. Le 5ml 
de chaque culture est ensuite transféré dans 100ml de milieu LB frais contenant 75μg/ml 
d’ampicilline et est laissé à 37°C jusqu’à l’obtention de la phase exponentielle de 
croissance des bactéries où on observe une densité optique de 1,0 à 595nm. La synthèse 
protéique est ensuite induite pendant 2 heures à 30°C suite à l’ajout de 200μM d’IPTG dans 
le milieu. À ce moment, 2% d’éthanol est aussi ajouté au milieu pour stimuler les 
chaperonnes et aider au bon repliement des protéines (Georgiou & Valax, 1996). Les 
bactéries sont recueillies par centrifugation et le culot est resuspendu dans 2ml de solution 
de PBS contenant 1mg/ml de lysozyme. Les culots resuspendus sont incubés 5 minutes à 
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température pièce avant de faire 3 cycles de congélation instantanée dans l’azote liquide et 
de décongélation dans un bain à température pièce. Ensuite, 8ml de solution de lyse GST 
(1% Triton-X-100, 1μg/ml soybean trypsin inhibitor et 0,1mM Phenylmethylsulfonyl 
Fluoride (PMSF) dans du PBS) est ajouté à chaque tubes. Les bactéries sont ensuite lysées 
par sonication sur glace (4 X 15 secondes) et centrifugées à 3000 RPM pendant 15 minutes 
et à 4°C. Les protéines recueillies dans le surnageant sont ensuite incubées pendant 1 heure 
à température pièce avec 300μl de billes GSH 50% billes/volume, préalablement 
conditionnées avec de la solution de lyse GST. Suite à l’incubation, les billes sont lavées 5 
fois avec de la solution de lyse GST et analysées par SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate 
Gel Electrophoresis) coloré au bleu de Coomassie. 
 
 
3.3 Culture cellulaire et transfections 
 
 Les cellules HEK293T sont maintenues à 37°C dans une atmosphère humide 
contenant 5% de CO
2
 dans un milieu DMEM supplémenté avec 10% de sérum bovin foetal, 
50U/ml de pénicilline et 50μg/ml de streptomycine et 2mM de L-Glutamine. Les cellules 
T6.11, qui sont des cellules exprimant de façon stable TRPC6, sont maintenues dans le 
même milieu, mais supplémenté de 0,4mg/ml de G418. Les transfections transitoires sont 
effectuées en employant la LipofectAMINE 2000. Les plaques à 6 puits employées pour les 
transfections sont préalablement traitées avec 0,1mg/ml de poly-L-lysine, incubées durant 




 (137mM NaCI, 3,5mM KCI, 10mM 
Sodium Phosphate Buffer pH 7,4) et séchées en conditions stériles. Les différents plasmides 
(1μg total) et la LipofectAMINE 2000 (2,5μl) sont prédilués séparément dans 250μl d’Opti-
MEM I puis mélangés après 5 minutes d’incubation. Le mélange ADN-LipofectAMINE 
2000 est incubé pendant 20 minutes à température pièce avant d’être ajouté aux cellules qui 
sont diluées pour avoir environ 750 000 cellules par puits le jour de la transfection (350 000 
cellules sont mises en cultures 24 heures avant pour une transfection sur cellules adhérées, 
sinon 750 000 cellules en suspension) dans 1,5 ml de milieu DMEM 10% FBS sans 
antibiotique. Les cellules sont ensuite incubées à 37°C dans une atmosphère humide 
contenant 5% de CO
2 
pendant 24 heures. Après cette période, le milieu de culture est 
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remplacé par du DMEM 10% FBS avec antibiotiques et L-glutamine. Pour les mesures de 
la [Ca
2+
]i, chacun des puits de cellules transfectées est trypsinisé et le contenu de chaque 
puits est distribué sur trois lamelles de verre prétraitées avec 0,1mg/ml de poly-L-lysine. 
Les cellules sont incubées pour 24 heures supplémentaires à 37°C dans une atmosphère 




 Les cellules HL-1 sont maintenues à 37°C dans une atmosphère humide contenant 
5% de CO
2
 dans un milieu Claycomb supplémenté avec 10% de sérum bovin foetal, 
100U/ml de pénicilline et 100μg/ml de streptomycine, 2 mM de L-glutamine et 0,1mM de 
norépinephrine. Toutes les surfaces de culture cellulaire sont prétraitées avec de la gélatine-
fibronectine (gélatine à 0,02%m/v avec 0,5%v/v fibronectine (stock à 1 mg/ml)) à 37°C 
pendant 16 heures avant de recevoir les cellules HL-1. À toutes les 24h, les cellules sont 
lavées avec du milieu de lavage (milieu Claycomb avec 5% de FBS et 100 U/ml de 
pénicilline et 100μg/ml de streptomycine) et du nouveau milieu supplémenté est ajouté. Les 
transfections transitoires sont effectuées de la même façon en employant 3μl de 
LipofectAMINE 2000 par conditions et elles sont faites sur des cellules adhérées à une 
confluence d’environ 25% dans un milieu Claycomb supplémenté sans antibiotique.  
 
 
3.4 Purification sur colonne d’affinité 
 
 Des cellules HEK293T transfectées sont lysées dans un tampon de lyse (20mM 
Tris-HCl pH 7,5, 100mM NaCl, 1% Triton X-100, 1mM EDTA, 1μg/ml soybean trypsin 
inhibitor, 0,1mM PMSF) sur glace. Puis, elles sont lysées mécaniquement en passant 20 
fois dans une aiguille de gauge 20 et 10 fois dans une aiguille de gauge 25. Ensuite, Une 
quantité estimée équivalente de billes de GSH couplées aux protéines de fusion GST et la 
GST seule est incubée avec un aliquot de lysat cellulaire pendant 1heure à la température 
ambiante. Les billes sont ensuite lavées 5 fois avec 500μl de solution de lyse et 
resuspendues dans du tampon Laemmli 2X contenant 10%v/v de β-mercaptoéthanol. Les 
protéines récoltées sont ensuite séparées par SDS-PAGE et analysées par 
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immunobuvardage de type western. Les anticorps primaires utilisés sont des IgG de lapin 
anti-Cav3.1 et anti-STIM1 dilués à 1:300.  
 
 
3.5 Préparation des échantillons pour la spectrométrie de masse 
 
 La spectrométrie de masse est faite sur des homogénats de cœurs de rat passés sur 
des colonnes d’affinité contenant le domaine ERM de STIM1 couplé à la GST ou la GST 
seule. Cinq cœurs de rat entiers nous ont été donnés par l’animalerie. Tous les rats étaient 
des femelles (3 adultes et 2 bébés) ACI utilisées comme contrôle pour d’autres expériences. 
Les cœurs sont rincés au PBS froid puis coupés en petits morceaux et sont de nouveau 
rincés avec du tampon de lyse sans Triton X-100. Un volume de 3,5ml de tampon de lyse 
est ajouté et les tissus sont ensuite homogénéisés sur glace par un polytron. L’homogénat 
résultant est centrifugé à 3 000 RPM à 4°C pendant 10 minutes. Au surnageant obtenu, on 
ajoute un volume équivalent de tampon de lyse contenant 2%v/v de Triton X-100. 
L’homogénat est divisé en deux et incubé sous agitation avec 400μl de billes de GSH 
couplé au GST-ERM de STIM1 ou à la GST seule pendant 16 heures à 4°C. Les billes 
étaient préalablement conditionnées avec le tampon de lyse et resuspendues dans à 50% 
billes/volume. Après l’incubation, les billes sont lavées 5 fois avec 500μl de tampon de lyse 
et resuspendues dans du tampon Laemmli 2X contenant 10%v/v de β-mercaptoéthanol. Les 
protéines récoltées sont ensuite séparées par SDS-PAGE sur gel 10%. Le gel est ensuite 
coloré au Brilliant Blue G Solution pendant 4 heures à température ambiante sous agitation 
et décoloré avec du dH2O pendant 16 heures à température ambiante et sous agitation. Le 
gel est photographié avant d’être découpé en 8 bandes par conditions. Les bandes sont 
placées dans des tubes bien identifiés et sont envoyées à la plateforme de protéomique de 
l’Université de Sherbrooke où elles seront analysées par spectrométrie de masse afin 






3.6 Analyse par spectrométrie de masse 
 
 La plateforme de protéomique avec laquelle nous avons fait affaire a préparé les 16 
fractions (digestion dans le gel) et performé la spectrométrie de masse. De plus, elle a 
analysé les spectres et nous a fourni une liste détaillée contenant toutes les protéines qui 
avaient été identifiées dans nos 2 échantillons (les 8 fractions mis en commun pour chaque 
échantillon après l’analyse au spectromètre de masse). Cette liste contient notamment le 
nom de chaque protéines identifiées, le nombre de peptides identifiés pour chaque protéines 
et dans chaque échantillon, l’intensité des pics du spectre de masse pour chaque protéine et 
pour chaque échantillon, etc. Une colonne de ratio d’intensités ERM/CTL a été ajoutée afin 
de classer une première fois les protéines. Toutes les protéines ayant un ratio d’intensité 
ERM/CTL plus petit ou égal à 1 ont été rejetées. Ensuite, les protéines n’ayant pas un rôle 
direct ou indirect dans le transport intracellulaire ont été rejetées. Le nombre de peptides 
identifiés pour chaque protéine nous sert à titre informatif sur la probabilité que la protéine 





 Pour les essais d’immunoprécipitation, les cellules HEK 293T, transfectées avec 
l’ADNc pour les protéines d’intérêt, sont lavées au PBS et incubées durant 30 minutes sur 
glace avec 800μl de tampon de lyse RIPA (20mM Tris-HCI pH 8,0, 150mM NaCl, 5mM 
EDTA, 1% NP40, 0,5% acide déoxycholique, 0,1% SDS, 0,1mM PMSF, 0,5μM Leupeptin 
et 1μg/ml Soybean Trypsin Inhibitor). Les lysats de cellules sont homogénéisés par 20 
passages à l’intérieur d’une aiguille de gauge 20 et 10 passages à l’intérieur d’une aiguille 
de gauge 25. Les débris cellulaires sont éliminés par centrifugation durant 15 minutes à 
13 000 RPM à 4°C. Des billes protéine A-Sépharose CL-4B sont préalablement 
conditionnées 3 fois avec de la solution de lyse RIPA et resuspendues à 50% billes/volume. 
50μl de billes protéine A-Sépharose et 1-2μl d’anticorps contre la protéine d’intérêt sont 
ajoutés au surnageant et le mélange est incubé pour une période de 16 heures à 4°C. Les 
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billes sont lavées 5 fois avec 500μl de tampon de lyse RIPA et resuspendues dans du 
tampon Laemmli 2X contenant 10%v/v β-mercaptoéthanol. Les échantillons sont chauffés 
pendant 30 minutes à 60°C et les protéines immunoprécipitées sont subséquemment 





 Pour les immunobuvardages, les lysats cellulaires et les protéines 
immunoprécipitées ou encore les protéines purifiées par colonne d’affinité sont séparés sur 
gel SDS-PAGE 7% ou 10% et transférés sur une membrane de nitrocellulose 0,2μm dans 
du tampon de transfert (150mM glycine, 20mM Tris-Base et 20%v/v méthanol). Après le 
transfert, la membrane est colorée au Ponceau S, puis découpée et identifiée selon les poids 
moléculaires et les anticorps primaires à utiliser. Les bandes de membrane sont ensuite 
décolorées dans du TBST (20mM Tris-HCI pH 7,5, 137mM NaCI, 0,3% Tween 20) avant 
d’être bloquées pour 1 heure à la température ambiante dans du TBST supplémenté avec 
5%p/v de lait en poudre non gras. Les membranes bloquées sont ensuite incubées durant 16 
heures à 4°C en présence d’anticorps primaire de lapin anti-Cav3.1 (1:300 ou 1:400) et anti-
STIM1 (1:300), ou d’anticorps primaires de souris anti-GFP (1:500), anti-Myc (1:400) et 
anti-DDK (1:300 ou 1:400) dilué dans du TBST - Lait 5%p/v. Les membranes sont lavées 
trois fois avec du TBST avant d’être incubées 1 heure 30 minutes à la température ambiante 
avec un anticorps d’âne anti-lgG de lapins couplé à la peroxydase (1:20 000) ou avec un 
anticorps de mouton anti-lgG de souris conjugué à la peroxydase (1:20 000) dilués dans du 
TBST. Après cette période, les membranes sont lavées trois fois au TBST et les complexes 
immuns sont révélés avec le système de détection SuperSignal West Pico 










 La méthode de Zhu et al. (1996) (Zhu et al., 1996) est employée pour les mesures de 
[Ca
2+
]i. Brièvement, les cellules HEK293T ou T6.I1 croissent sur une lamelle 
microscopique préalablement traitée avec de la poly-L-lysine. Quarante-huit heures après 
transfection, les cellules adhérées aux lamelles de verre sont lavées deux fois avec une 
solution de HBSS (120mM NaCI, 5,3mM KCI, 0,8mM MgS04, 10mM glucose, 20mM 
HEPES pH 7,4 et 1,8mM CaCl2) et chargées avec 1μM de fura-2/AM durant 20 minutes 
dans du HBSS, à la température ambiante et dans la noirceur. Après, les cellules sont lavées 
2 fois avec du HBSS et une étape de dé-estérification (incubation pour une période de 20 
minutes, à la température ambiante, dans le noir avec du HBSS frais) s’en suit. Les lamelles 
de verre sont ensuite placées dans une chambre circulaire dont le fond est ouvert et 
installées sur le plateau d’un microscope Olympus IX71 couplé à un système de 
photométrie et d’imagerie digitale Métafluor (Olympus Canada Inc., Markham, ON). Les 
cellules isolées sont sélectionnées et la [Ca
2+
]i est mesurée par vidéomicroscopie à 
fluorescence, à la température de la pièce. Des longueurs d’onde de 340nm et 380nm sont 
employées en alternance pour l’excitation et l’émission de fluorescence est mesurée à 510 
nm. La [Ca
2+
]i calculée à partir du ratio de fluorescence 340/380 (Grynkiewicz et al., 
1985). Tous les réactifs sont dilués à leur concentration finale d’utilisation dans du HBSS et 
sont appliqués à la surface de la cellule par perfusion.  
 
 Au début de l’acquisition, les cellules sont mises en présence de HBSS et à 30 
secondes après le début des mesures, le calcium est retiré du milieu en ajoutant par 
perfusion une solution de HBSS sans Ca
2+
 contenant 0,5mM d’EGTA. Après une période 
de 30 secondes en absence de Ca
2+ 
extracellulaire, les cellules sont stimulées par 1μM de 
Thapsigargin (Tg) ou 100nM d’angiotensine II (AngII), toujours en absence de Ca2+ 
extracellulaire. Lorsque la [Ca
2+
]i, revient au niveau basal, l’entrée de calcium est mesurée 
par l’ajout de HBSS contenant 1,8mM de Ca2+ toujours en condition stimulées (1μM Tg ou 
100nM AngII). Dans les expériences performées avec le plasmide pDsRed, seules les 
cellules montrant une fluorescence à 586nm sont sélectionnées et considérées comme 
transfectées alors que dans les expériences où les cellules sont transfectées avec le 
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récepteur à l’angiotensine (AT1R), seules les cellules ayant démontré une relâche induite 
par l’agoniste, AngII, sont considérées comme transfectées et sont utilisées dans l’analyse 
statistique. Les résultats sont représentés comme une moyenne ± l’écart type obtenue de 7 à 
12 lamelles pour chaque condition. Nous avons confirmé par le test de Student que les 
différences entre les moyennes obtenues à partir de données pairées étaient significatives 





 Pour l’immunofluorescence avec les cellules HL-1, ces dernières sont cultivées et 
transfectées sur des lamelles de verre prétraitées avec de la gélatine-fibronectine. À une 
confluence d’environ 30-40%, les cellules sont lavées 2 fois au PBS, puis elles sont fixées 
avec du paraformaldéhyde (PFA) 3% pendant 15 minutes à température ambiante et dans la 
noirceur. Les cellules sont lavées 3 fois avec du PBS et elles sont perméabilisées avec du 
Triton-X-100 0,1% pendant 5 minutes. Les cellules sont lavées 2 fois au PBS et sont 
incubées avec de la Phalloïdine couplée au fluorophore Texas-Red
®
 (1:40) et du Hoechst 
(1:5000) pendant 45 minutes à température ambiante. Les lamelles sont lavées 2 autres fois 
avec du PBS et sont déposées, cellules en bas, sur une goutte de 18μl de milieu de montage 
sur une lame de microscope. Les bords des lamelles sont vernis pour éviter qu’elles ne 
sèchent et les lamelles sont conservées à 4°C à l’abri de la lumière. 
 
 Pour l’immunofluorescence avec les cellules HEK293T, ces dernières sont cultivées 
et transfectées sur des lamelles de verre prétraitées avec de la poly-L-lysine. À une 
confluence d’environ 30-40%, les cellules sont lavées 2 fois au PBS, puis elles sont fixées 
avec du paraformaldéhyde (PFA) 3% pendant 15 minutes à température ambiante et dans la 
noirceur. Les cellules sont lavées 3 fois avec du PBS et elles sont perméabilisées avec du 
saponin 0,02% pendant 12 minutes. Les lamelles sont lavées 2 fois avec du PBS, puis elles 
sont bloquées avec du lait 5% et incubées pendant au moins 30 minutes à température 
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pièce. Ensuite, les lamelles sont incubées avec 100μl d’anticorps primaires dilués dans la 
solution de blocage (α-MURC 1:125) et sont incubées 1 heure à la température de la pièce. 
Ensuite, les lamelles sont lavées 3 fois avec du PBS, puis elles sont incubées pendant 
45minutes avec l’anticorps secondaire et le Hoechst dilués dans la solution de blocage 
(anticorps de chèvre anti-IgG de lapin couplé au AlexaFluor
®
 594 1:300 et Hoeschst 
1:5000). Les lamelles sont lavées 3 fois avec du PBS et sont déposées, cellules en bas, sur 
une goutte de 18μl de milieu de montage sur une lame de microscope. Les bords des 
lamelles sont vernis pour éviter qu’elles ne sèchent et les lamelles sont conservées à 4°C à 
l’abri de la lumière. Il est important de noter que toutes les manipulations se font à l’abri de 
la lumière et que toutes les dilutions et les solutions sont faites dans du PBS. 
 
 L’observation des lamelles est faite avec un microscope confocal Olympus FV1000 
(Olympus, Tokyo, Japon) équipé d’un objectif PlanApo 60X/1.42 (Olympus). Les images 
ont été acquises et analysées avec le logiciel de colocalisaion Olympus FV10-ASW. Les 
images présentées sont représentatives de 3 expériences indépendantes et les statistiques de 
colocalisation sont représentées comme une moyenne ± l’écart type obtenue de 3 lamelles 
dont 4 images par lamelles ont été prises pour chaque condition. Nous avons confirmé par 
le test de Student que les différences entre les moyennes obtenues à partir de données 
pairées étaient significatives avec un niveau de confiance à 95 % (p< 0,05) 
 
 
3.11 Mesure de l’activation de RhoA 
 
 La forme active de RhoA (RhoA liée au GTP) a été mesurée avec la trousse « RhoA 
activation assay G-LISA kit » selon les recommandations du fabricant. Brièvement, une 
quantité égale de cellules HL-1 sont transfectées avec l’ADNc de MURC-Myc-DDK ou 
pcDNA3 (CTL). Environ 24-30 heures après la transfection, les cellules sont sevrées dans 
un milieu DMEM pendant 16 heures. Ensuite, les cellules sont lysées avec le tampon de 
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lyse supplémenté d’un cocktail d’inhibiteur de protéases fournis dans la trousse. Les 
protéines contenues dans les lysats sont quantifiées en utilisant la solution Precision Red 
Protein Assay Reagent aussi contenue dans la trousse en mesurant l’absorbance des 
échantillons à 600nm. Les lysats sont dilués avec du tampon de lyse de façon à ce qu’ils 
aient tous une concentration en protéine de 1,25 ou 1,50mg/ml. Les lysats ainsi que des 
contrôles négatif (tampon de lyse) et positif (RhoA constitutivement liée au GTP) fournis 
dans la trousse sont ensuite incubées en duplicata dans la plaque prévue pour l’essai G-
LISA. La présence des protéines RhoA-GTP est révélée à l’aide d’un anticorps primaire et 
d’un anticorps secondaire conjugué à la peroxydase et à l’aide de la solution de détection 
tous fournis dans a trousse. La réaction de colorimétrie est lue à une absorbance de 490nm 
par un lecteur de microplaque Infinite M200 (Tecan, Zurich, Suisse). La moyenne pour 
chaque condition a été calculée, puis le signal du bruit de fond (contrôle négatif) est 
soustrait au signal des échantillons et ces derniers sont relativisés avec le contrôle positif. 
Les résultats sont représentés comme une moyenne ± l’écart type obtenue de 4 expériences 
indépendantes effectuées en duplicata. Nous avons confirmé par le test de Student que 
certaines différences entre les moyennes obtenues à partir de données pairées étaient 







4.1 Le domaine ERM de STIM1 interagit avec Cav3.1 
  
 Il a été démontré que STIM1 pouvait interagir avec le canal calcique voltage 
dépendant de type T, Cav3.1, et réguler son activité en réduisant son expression à la 
membrane plasmique (Nguyen et al., 2013). Pour investiguer d’avantage cette interaction, 
nous avons voulu connaître le domaine de la protéine STIM1 qui interagit avec Cav3.1. 
Pour ce faire, nous avons procédé à une purification de lysats cellulaires surexprimant 
Cav3.1 sur colonnes d’affinité contenant différents domaines de STIM1. 
 
  Tout d’abord, nous avons construit trois protéines de fusion à la glutathione S-
transférase (GST). Comme l’indique la Figure 7, la première protéine de fusion est formée 
du domaine coiled-coil (CC) de la protéine STIM1, soit des acides aminés 219 à 394 
couplés à la GST. La deuxième est formée du domaine ezrin/radixin/moesin (ERM) de la 
protéine STIM1 qui se compose des acides aminée 219 à 548 couplés à la GST. La 
troisième protéine de fusion est le domaine C-terminal complet (C-T) de STIM1 soit 
l’entière queue cytoplasmique de STIM1 qui se compose des acides aminés 219 à 685 
couplés à la GST. Ensuite, ces protéines de fusion ont été exprimées et purifiées par la 
liaison de leur groupement GST aux billes de glutathione-sépharose (GSH). Nous avons 
analysé les protéines recueillies par les billes de GSH sur gel de polyacrylamide (SDS-
PAGE) pour nous permettre de visualiser la pureté de nos protéines de fusion et d’estimer 
la quantité relative de protéines GST purifiée. La Figure 8 montre que le contrôle négatif, la 
GST seule, est très bien exprimée et purifiée et que les billes de GSH couplées au GST-CC 
et au GST-ERM ont une concentration en protéine de fusion semblable alors que les billes 
couplées au GST-C-T ont environ une concentration diminuée de moitié par rapport aux 
précédentes.   
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Figure 7: Domaines de STIM1 couplés à la GST. 
Figure modifiée depuis J. Soboloff, B.S. Rothberg, M. Madesh, D.L. Gill, STIM 
proteins: dynamic calcium signal transducers, Nat Rev Mol Cell Biol, 13 (2012) 549-
565. Un schéma de la protéine STIM1 et de ses domaines est présenté par l’équipe de 
Soboloff et al.. Nous avons ajouté les domaines CC, ERM et C-T tels qu’ils ont été 
couplés à la GST. Le domaine CC comprend le CC1 et le CC2 de STIM1. Le 
domaine ERM comprend le domaine STIM–Orai activating region (SOAR) complet 
en plus du CC1 de STIM1. Finalement, le domaine C-T comporte tous les domaines 
de STIM1 qui sont cytoplasmiques. 
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GST-C-T 














Figure 8: Expression et purification des protéines GST. 
Analyse par SDS-PAGE coloré au bleu de Coomassie des protéines GST 
purifiées par liaison avec des billes de GSH. Les protéines GST ont été 
identifiés par des flèches: la protéine GST seule (27kDa), la protéine GST-CC 
(46kDa), la protéine GST-ERM (63kDa) et le GST-C-T (78kDa). Les volumes 
des billes de GSH qui ont été chargés dans les puits sont indiqués de façon à 
permettre une estimation de la concentration relative des protéines de fusion 







 Les billes de GSH liées aux protéines de fusion GST ont ensuite été incubées en 
présence de lysats cellulaires surexprimant Cav3.1. Les protéines recueillies ont été 
analysées par immunobuvardage de type western. La Figure 9 montre que le lysat contenait 
les protéines STIM1 (endogènes) et Cav3.1 (surexprimées). La protéine STIM1 a été 
utilisée à titre de contrôle positif, car il est connu que STIM1 s’oligomérise par son 
domaine STIM–Orai activating region (SOAR) (Soboloff et al., 2012) dont la majeure 
partie est incluse dans notre GST-CC (Figure 7). Puisque la protéine STIM1 endogène a été 
retenue par les GST-CC et GST-ERM, comme l’indique la Figure 9, nous pouvons affirmer 
que le repliement de ces protéines de fusion est fonctionnel. Cependant, nous ne pouvons 
pas conclure quant au repliement du GST-C-T, car le puits est surexposé puisque 
l’anticorps anti-STIM1 reconnait la chimère. Ensuite, comme la protéine Cav3.1 n’apparait 
pas dans les puits GST et CC mais qu’elle est présente dans les puits ERM et C-T, nous 
démontrons que c’est le domaine ERM de STIM1 qui permet la liaison au canal calcique 




3.1 interagit avec le domaine ERM de STIM1. 
 Purification sur colonne d’affinité de lysats surexprimant Ca
v
3.1. Des cellules 
HEK293T ont été transfectées transitoirement avec Cav3.1. 48h après, les cellules ont 
été lysées et incubées avec les billes de GSH liées aux protéines GST. Après 5 lavages 
des billes, la présence de Ca
v
3.1 et STIM1 a été révélée par immunobuvardage de type 
western avec des anticorps anti-Ca
v








75 kDa STIM1 
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4.2 Identification de partenaires d’interaction de STIM1 pouvant être impliqué dans le 
trafic intracellulaire de Cav3.1. 
 
 Afin de mieux connaître le mécanisme par lequel STIM1 diminue l’expression de 
Cav3.1 à la membrane plasmique, nous nous sommes intéressés aux partenaires 
d’interaction de STIM1 pouvant être impliqués dans le trafic intracellulaire de Cav3.1. Pour 
identifier de nouveaux partenaires d’interaction de STIM1, nous avons purifié les protéines 
d’un lysat de cœurs de rats sur une colonne d’affinité contenant le GST-ERM de STIM1 ou 
uniquement la GST à titre de contrôle négatif. Les protéines retenues par les billes de GSH 
couplées aux protéines GST ont été séparées par SDS-PAGE puis colorées au bleu de 
Coomassie pour faciliter la visualisation. Le gel a été découpé en 8 bandes par conditions 
pour éviter que l’échantillon ne soit trop concentré en protéine lors du passage au 
spectromètre de masse (Figure 10). Ainsi, les 16 échantillons (8 GST-ERM et 8 GST) ont 
été envoyés à une plateforme de protéomique où ils ont été analysés en spectrométrie de 
masse. Chacun des échantillons a été traité individuellement, mais les résultats des 8 
sections de la purification sur la colonne GST-ERM ainsi que ceux des 8 sections de la 
purification sur la colonne GST ont été mis en commun respectivement avant l’analyse. En 
somme, c’est la totalité des protéines de chaque purification sur colonne d’affinité qui ont 
été comparées et relativisées. Pour faire un premier tri, les protéines identifiées ont été 
classées selon leur ratio d’intensité ERM /CTL. Les protéines ayant un ratio plus petit ou 
égal à 1 ont été rejetées d’emblée puisque cela signifie qu’elles se lient de façon non 
spécifique au domaine ERM de STIM1 : qu’elles se lient plus ou égal au contrôle GST. 
Comme second tri, parmi les protéines restantes, seules les protéines ayant une implication 
dans le transport cellulaire ont été conservées nous laissant alors que quelques protéines sur 
la liste (Tableau 1). Finalement, dans les colonnes «experiment» du Tableau 1 on nous 
donne le nombre de peptides de la protéine qui ont été identifiés pour chaque conditions; 
CTL et ERM. Le nombre de peptides peut nous donner une indication d’une bonne 
identification de la protéine. Plus le nombre de peptide est grand, plus la probabilité que la 
protéine soit bien identifiée est grande. Cependant, puisque le nombre de peptide varie en 
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fonction de la taille et du nombre d’isoformes des protéines, on ne peut pas comparer deux 















Figure 10: Séparation des échantillons pour la 
spectrométrie de masse. 
Photo du gel SDS-PAGE avec annotation des sections qui 
ont été coupées et envoyées en spectrométrie de masse. Les 
protéines recueillies des lysats de cœurs de rats après 
passage sur colonne d’affinité ont été spéarées par SDS-
PAGE et colorées au bleu de coomassie. Les bandes ont été 
excisées arbitrairement en 8 sections par échantillons dans 
le but de répartir de façon plus ou moins égale les protéines 
pour éviter que les échantillons ne soient trop concentrés en 
protéines pour l’analyse au spectromètre de masse. 
Tableau 1 : Liste des partenaires d’interaction du domaine ERM de STIM1 
identifiés par spectrométrie de masse.  
Les protéines provenant de lysats de coeurs de rats ont été purifiées par une colonne 
d’affinité contenant le domaine ERM de STIM1 ou uniquement la GST (CTL) et 
analysées en spectrométrie de masse. Les protéines dans le Tableau 1 ont été retenues 
en fonction du ratio d’intensité ERM/CTL et en fonction de leur rôle dans la cellule. 
Comme nous étions à la recherche de partenaires d’interaction impliqués dans le 
transport cellulaire, seules les protéines connues pour avoir un rôle au niveau du trafic 
intracellulaire ayant un ratio ERM/CTL de plus de 1 sont affichées. Les colonnes 
Experiment représentent le nombre de peptide de chaque protéine qui ont été identifiés 




4.3 MURC interagit avec le domaine ERM de STIM1, mais pas avec Cav3.1 
  
 Un des partenaires d’interaction intéressant de STIM1 retenu après la spectrométrie 
de masse est la protéine MURC. Pour confirmer que le domaine ERM de STIM1 interagit 
avec MURC, nous avons co-immunoprécipité les deux protéines. Des cellules HEK293T 
ont été transfectées transitoirement avec l’ADNc de MURC étiqueté Myc et DDK et 
l’ADNc du domaine ERM de STIM1 étiqueté avec la protéine fluorescente cyan (CFP). 
Les cellules ont été lysées et les protéines MURC-Myc-DDK et CFP-ERM ont été 
immunoprécipitées avec des anticorps anti-DDK et anti-GFP. Un contrôle négatif 
d’immunoprécipitation avec un anticorps anti-IgG a aussi été fait. Les protéines recueillies 
par les immunoprécipitations ont été séparées par SDS-PAGE et révélées par 
immunobuvardage de type werstern. La Figure 11A démontre que les deux protéines 
d’intérêt étaient présentes dans le lysat cellulaire. De plus, aucune des deux protéines n’a 
immunoprécipité avec le contrôle négatif anti-IgG. Dans l’immunoprécipitation de GFP, on 
détecte une bande correspondant à la protéine CFP-ERM de STIM1 à environ 70kDa et on 
détecte une faible bande à environ 40kDa qui correspond à une des deux bandes attendues 
de MURC-Myc-DDK qui aurait co-immunoprécipité. En effet, MURC qui a un poids 
moléculaire théorique de 42kDa, montre une bande à environ 40kDa et une bande à environ 
60kDa lorsqu’il est révélé par l’anticorps anti-DDK. Finalement, dans 
l’immunoprécipitation de DDK, on détecte les deux bandes attendues de la protéine 
MURC-Myc-DDK à environ 40kDa et 60kDa et on détecte une bande correspondant à la 
protéine CFP-ERM de STIM1 qui a co-immunoprécipité. Cela démontre que le domaine 









 De la même façon, des cellules HEK293T ont été transfectées transitoirement 
individuellement et en combinaison avec les ADNc de Cav3.1 et MURC-Myc-DDK. Les 
cellules ont été lysées et les protéines Cav3.1 et MURC-Myc-DDK ont été 
immunoprécipités avec des anticorps anti-Cav3.1 et anti-DDK. Un contrôle négatif 
d’immunoprécipitation avec un anticorps anti-IgG a aussi été fait. Les protéines recueillies 
par les immunoprécipitations ont été séparées par SDS-PAGE et révélée par 
immunobuvardage de type werstern. La Figure 11B nous indique que les deux protéines 
étaient présentes dans le lysat des cellules HEK293T surexprimant les deux constructions. 




A) Co-immunoprécipitation du domaine ERM de STIM1 et de MURC-Myc-DDK. 
Des cellules HEK293T ont été transfectées transitoirement avec de l’ADNc de MURC 
étiqueté Myc et DDK et de l’ADNc du domaine ERM de STIM1 étiqueté avec la 
protéine fluorescente cyan (CFP). Quarante-huit heures après la transfection les 
cellules ont été lysées et des immunoprécipitations ont été faites avec des anticorps 
anti-IgG (contrôle négatif), anti-GFP et anti-DDK. La présence de MURC-Myc-DDK 
et du domaine CFP-ERM de STIM1 a été révélée par immunobuvardage de type 
werstern avec des anticorps anti-GFP (1:500) et anti-DDK (1:300). (n=3)  B) Co-
immunoprécipitation de Ca
v
3.1 et MURC-Myc-DDK. Des cellules HEK293T ont été 
transfectées avec l’ADNc de Ca
v
3.1 en présence et en absence de MURC-Myc-DDK 
et avec MURC-Myc-DDK seul . Des immunoprécipitations ont été faites sur les lysats 
cellulaires récoltés 48h après la transfection avec des anticorps anti-IgG, anti-Ca
v
3.1 et 
anti-DDK. Les échantillons ont été analysés par immunobuvarbage de type western 
avec des anticorps anti-Ca
v
















































De plus, aucune des protéines d’intérêt n’a été immunoprécipitée avec le contrôle négatif. 
Ensuite, lorsqu’on effectue l’immunoprécipitation de Cav3.1 on obtient une bande à environ 
260 kDa qui correspond à Cav3.1, mais on n’obtient en aucun temps la co-
immunoprécipitation de MURC-Myc-DDK. De façon similaire, lorsqu’on immunoprécipite 
DDK, on obtient les deux bandes correspondantes à MURC-Myc-DDK, mais pas la bande 
de Cav3.1. On n’obtient donc aucune co-immunoprécipitation de MURC et Cav3.1. MURC 
et Cav3.1 ne semblent donc pas avoir d’interaction dans ces conditions. 
 
 
4.4 MURC est impliqué dans la signalisation calcique via STIM1 
  
 Puisque MURC semble interagir avec STIM1, nous nous sommes demandés si 
MURC pouvait avoir une implication dans la signalisation calcique. Pour ce faire, nous 
avons utilisé l’imagerie calcique pour mesurer la [Ca2+]i de cellules isolées en conditions 
stimulées. Les cellules HEK293T ont été transfectées transitoirement avec MURC-Myc-
DDK ou pcDNA3 en guise de contrôle et ont été chargées avec une sonde fluorescente liant 
le Ca
2+
, le fura-2/AM, dans un HBSS en présence de Ca
2+
. Le milieu avec Ca
2+
 a été 
remplacé pour un milieu sans Ca
2+
 (avec EGTA) durant 30 secondes avant d’être stimulées 
avec 1μM de Thapsigargin (Tg) pour induire la vidange de Ca
2+
 des réserves 




au niveau basal, soit 5 minutes et 15 secondes 
après la stimulation, le Ca
2+
 extracellulaire a été rétabli. On a alors pu observer le SOCE se 
produire. Comme démontré dans la Figure 12A, où la courbe en noir représente les cellules 
contrôle et la courbe en gris représente les cellules surexprimant MURC, une surexpression 
de MURC n’affecte pas la [Ca2+]i
 
basale ni la relâche calcique observée suite à la 
stimulation avec la Tg. Cependant, l’entrée de Ca2+ observée suite à l’ajout de Ca2+ 
extracellulaire est augmentée de 38,2 ± 14,5% (Figure 12B). MURC semble donc impliqué 


































Figure 12: L’expression de MURC dans des cellules HEK293T augmente l’entrée 
de Ca2+ induite par la thapsigargin. 
 A) Des cellules HEK293T ont été transfectées transitoirement avec MURC-Myc-
DDK ou avec pcDNA3. Après 48h, les cellules ont été chargées avec la sonde calcique 
Fura-2/AM. Les cellules sont incubées 30 secondes dans un milieu sans Ca
2+
 (en 





 extracellulaire est rétabli à 375 secondes. Les courbes représentées 
sont des moyennes de 4 expériences indépendantes effectuées en triplicata. B) L’entrée 
nette de Ca
2+









maximale obtenue après l’ajout du Ca
2+
 extracellulaire. Les mesures sont présentées en 







4.5 L’inhibition des ROCKs ne modifie pas l’augmentation du SOCE causée par MURC. 
 
 Puisque MURC est connue comme étant une protéine pouvant activer RhoA (Ogata 
et al., 2008), nous avons émis l’hypothèse que l’augmentation du SOCE observée en 
imagerie calcique lors d’une surexpression de MURC pourrait être causée par une 
activation de RhoA et de la voie des Rho kinases (ROCK). En effet, il est connu que la voie 
de signalisation RhoA/ROCK joue un rôle crucial dans l’organisation du cytosquelette et 
dans le transport cellulaire (Symons & Rusk, 2003). De plus, il a été démontré que la voie 
RhoA/ROCK était impliquée dans le recyclage d’Orai1 dans les ovocytes de Xenopus (Yu 
et al., 2010). Nous pensons donc que MURC pourrait augmenter l’activité RhoA/ROCK et 
permettre une meilleure distribution des protéines de la signalisation calcique à la 
membrane plasmique. Pour vérifier cette hypothèse, nous avons d’abord vérifié l’effet de 
deux inhibiteurs de ROCK sur l’augmentation du SOCE causée par la surexpression de 
MURC. Pour ce faire, nous avons repris l’expérience d’imagerie calcique; nous avons 
mesuré la [Ca
2+
]i de cellules isolées en conditions stimulées avec ou sans inhibiteurs de 
ROCK. Les cellules HEK293T ont été transfectées transitoirement avec MURC-Myc-DDK 
et pDsRed ou uniquement pDsRed. De la même manière que dans l’expérience précédente, 
les cellules ont été chargées avec la sonde fluorescente fura-2/AM dans un HBSS en 
présence de Ca
2+
. Elles ont ensuite été incubées avec ou sans les inhibiteurs de ROCK 
pendant l’étape de dé-estérification. De plus, comme les cellules ont été transfectées avec 
un vecteur produisant une protéine fluorescente rouge, elles ont pu être observées à 586nm 
et les cellules fluorescentes rouges ont pu être sélectionnées pour l’acquisition des données 
discriminant ainsi les cellules transfectées des cellules non transfectées. Ensuite, le milieu 
avec Ca
2+
 a été remplacé pour un milieu sans Ca
2+
 (avec EGTA) durant 30 secondes. Les 
cellules ont ensuite été stimulées avec 1μM de Tg pour induire la relâche de Ca
2+
 des 




au niveau basal, soit 5 minutes et 15 
secondes après la stimulation, le Ca
2+
 extracellulaire a été rétabli permettant d’observer le 
SOCE. Comme démontré dans la Figure 13A, la courbe en noir représente les cellules 
contrôles, la courbe en gris représente les cellules surexprimant MURC, la courbe en rouge 



















avec les inhibiteurs de ROCK HA1077 et Y-27632. On peut voir sur la Figure 13B que 
l’entrée calcique des cellules surexprimant MURC est augmentée de 36,6 ± 11,7% par 
rapport au contrôle et qu’il n’y a pas de différence significative dans l’entrée calcique des 












Figure 13 : L’inhibition des ROCK ne diminue pas l’entrée calcique en 
surexpression de MURC. 
A) Les courbes d’imagerie calcique représentées sont des moyennes de 4 expériences 
indépendantes effectuées en triplicata. Des cellules HEK293T ont été transfectées 
transitoirement avec l’ADNc de MURC-Myc-DDK et pDsRed ou uniquement 
pDsRed. Les cellules ont été incubées ou non avec des inhibiteurs des ROCK 
(HA1077 et Y-27632) pendant l’étape de dé-estérification. Les cellules sont incubées 
30 secondes dans un milieu sans Ca
2+
 (en présence d’EGTA 0,5mM), puis elles sont 




 extracellulaire est rétabli 
à 375 secondes. B) L’entrée relative de Ca
2+









 maximale obtenue après l’ajout du Ca
2+
 extracellulaire 
rapportée sur le CTL. (n=4) *, p<0,05.  
 
4.6 MURC interagit avec Orai1. 
 
 Comme Orai1 est un des principaux effecteurs de l’entrée capacitative de Ca2+ 
(Hogan & Rao, 2015), nous avons voulu savoir si MURC pouvait interagir avec Orai1 pour 
provoquer une augmentation du SOCE. Nous avons tenté de le déterminer en effectuant 
une co-immunoprécipitation. Des cellules HEK293T ont été transfectées transitoirement 
avec l’ADNc de MURC étiqueté Myc et DDK et/ou l’ADNc de Orai1 étiqueté Myc. Les 
cellules ont été lysées et les protéines MURC-Myc-DDK ont été immunoprécipitées avec 
des anticorps anti-DDK. Un contrôle négatif d’immunoprécipitation avec un anticorps anti-
IgG a aussi été fait. Les protéines recueillies par les immunoprécipitations ont été séparées 
par SDS-PAGE et révélées par immunobuvardage de type werstern avec un anti-Myc. Dans 
la Figure 14, on remarque que dans le lysat transfecté uniquement avec Orai1-Myc il y a la 
présence d’Orai1-Myc à environ 35kDa. Ensuite, dans le lysat transfecté uniquement avec 
MURC-Myc-DDK on remarque les deux bandes correspondant à MURC à environ 40kDa 
et 60kDa. Dans le lysat double transfecté, aucune des deux protéines d’intérêt n’a 
immunoprécipité avec le contrôle négatif. Dans le lysat transfecté uniquement avec MURC-
Myc-DDK, on a immunoprécipité DDK et on a obtenu les deux bandes attendues de 
MURC uniquement alors que dans le lysat double transfecté, la même immunoprécipitation 
montre les deux bandes de MURC ainsi qu’une bande correspondant à Orai1 à environ 





4.7 La colocalisation de MURC et Orai1 à la membrane plasmique augmente lorsque les 
cellules sont stimulées à la thapsigargin. 
 
 Comme MURC semble interagir avec Orai1, nous avons voulu savoir dans quel 
compartiment cellulaire se produisait l’interaction et si elle pouvait être augmentée par la 
stimulation à la Tg. De la microscopie confocale a donc été effectuée sur des cellules 
HEK293T double transfectées avec Orai1 étiqueté avec la protéine fluorescente verte (Orai-
GFP) et MURC-Myc-DDK et des cellules contrôles transfectées avec chacune des 
constructions individuelles. Des vecteurs vides ont été utilisés pour compenser la charge 
d’ADN transfectée. Les cellules ont d’abord été stimulées ou non pendant 5 minutes à la 
température de la pièce avec 1μM de Tg et elles ont ensuite subit un protocole de fixation et 
de montage de lamelles régulier. Dans la Figure 15A, les lignes représentent respectivement 
de haut en bas le contrôle d’Orai1-GFP transfecté seul, le contrôle de MURC-Myc-DDK 
transfecté seul, les cellules double transfectées non stimulées et les cellules double 
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Figure 14: MURC interagit avec Orai1  
Des cellules HEK293T ont été transfectées avec MURC-Myc-DDK et/ou Orai1-Myc. 
48h après, les cellules ont été lysées et des immunoprécipitations ont été effectuées 
avec des anticorps anti-IgG (contrôle négatif) et anti-DDK. La présence de MURC-
Myc-DDK et Orai1-Myc a été révélée par immunobuvardage de type western avec un 
anticorps anti-Myc (1:400). (n=4)  
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cellules colorés en bleu par le Hoeschst. Dans la deuxième colonne, on voit les protéines 
Orai1 majoritairement à la membrane plasmique qui fluorescent en vert grâce à leur 
étiquette GFP. Dans la troisième colonne, on voit les protéines MURC majoritairement au 
cytoplasme colorées en rouge par fluorescence indirecte avec un anticorps anti-MURC et 
un anticorps secondaire couplé au Alexa Fluor®. Dans la quatrième colonne, on peut 
observer une superposition des 3 premières images. Finalement, dans la cinquième colonne, 
on peut observer les pixels de colocalisation d’Orai1-GFP et MURC-Myc-DDK. Dans ces 
images générées par le logiciel FV10-ASW3.1, chaque point blanc représente un pixel dans 
lequel se retrouvent à la fois un fluorophore vert et un fluorophore rouge. Ce logiciel peut 
aussi permettre de calculer des coefficients de colocalisation en divisant le pourcentage de 
pixels contenant les fluorophores rouge et vert par le pourcentage de pixels contenant 
uniquement le fluorophore rouge. La Figure 15B montre qu’il y a une augmentation 
significative du coefficient de colocalisation (0,056 ± 0,011 pour les cellules non stimulées 
et 0,330 ± 0,090 pour les cellules stimulées) lorsque les cellules sont stiumlées à la Tg. 
 
  













4.8 MURC est impliqué dans le ROCE. 
 
 Nous avons démontré précédemment que la surexpression de MURC augmentait le 
SOCE lorsque STIM1 était activé par une stimulation à la Tg. Parallèlement, nous voulions 
savoir si la surexpression de MURC pouvait influencer le ROCE et/ou le SOCE suite à 
l’activation d’un GPCR. Pour ce faire, nous avons fait de l’imagerie calcique avec des 
B) 
Coefficient de colocalisation 
Figure 15 : La colocalisation de MURC et Orai1 à la membrane plasmique 
augmente lorsque les cellules sont stimulées à la thapsigargin. 
A) Immunofluorescence des cellules HEK293T transfectées avec Orai1-GFP et 
MURC-Myc-DDK en microscopie confocale. Les cellules sont fixées avec du PFA 3% 
et perméabilisées avec du saponin. La fluorescence provient de la protéine verte 
fluorescente pour Orai1. Pour MURC-Myc-DDK, les cellules ont été incubées avec un 
anticorps primaire anti-MURC et avec un anticorps secondaire couplé au AlexaFuor 
594. Les noyaux des cellules ont été marqués avec du Hoechst. Les panneaux Merge 
sont des superpositions des 3 canaux et les panneaux Colocalisation sont générés par le 
logiciel d’analyse FV10-ASW et représentent en blanc les pixels contenant les deux 
fluorophores (vert et rouge). B) Les coefficients de colocalisation sont calculés à partir 
des données extraites du logiciel. Les coefficients de colocalisation présentés sont des 
moyennes de 3 expériences indépendantes pour lesquelles 4 acquisitions ont été prises. 






















cellules HEK293T et T6.11 (lignée de HEK293 transfectées stable avec le canal calcique 
TRPC6). Les cellules ont été transfectées transitoirement avec l’ADNc du récepteur AT1 à 
l’angiotensine II seul comme contrôle ou avec les ADNc du récepteur AT1 et MURC-Myc-
DDK. Les cellules ont été chargées avec la sonde fluorescente fura-2/AM dans un HBSS en 
présence de Ca
2+
. Le milieu avec Ca
2+
 a été remplacé pour un milieu sans Ca
2+
 (avec 
EGTA) durant 30 secondes avant d’être stimulées avec 100nM de d’angiotensine II (AngII) 
pour induire la relâche de Ca
2+





niveau basal, soit 3 minutes après la stimulation, le Ca
2+
 extracellulaire a été rétabli. On a 
alors pu observer se produire le SOCE, pour les cellules HEK293T et le ROCE pour les 
cellules T6.11. Comme démontré dans la Figure 16A où la courbe en noir représente les 
cellules T6.11 contrôle et la courbe en gris représente les cellules T6.11 surexprimant 
MURC, une surexpression de MURC diminue l’entrée calcique de 62,23 ± 20,26% (Figure 
16B). Tandis que pour les cellules HEK293T, la courbe en bleu surexprimant MURC ne 
montre pas de diminution ou d’augmentation significative de l’entrée calcique par rapport à 
la courbe contrôle en rouge (Figure 16A). La Figure 16C montre l’entrée relative de Ca2+ 
des cellules HEK293T transfectées avec MURC par rapport aux cellules HEK293T 
transfectées contrôle. On observe une diminution de l’entrée calcique de 17,23 ± 29,55% 












Figure 16 : MURC est impliqué dans le ROCE. 
A) Les courbes d’imagerie calcique représentées sont des moyennes de 4 expériences 
indépendantes effectuées en triplicata. Des cellules HEK293T et T6.11 ont été 





R. Les cellules sont incubées 30 secondes dans un milieu sans Ca
2+
 





 extracellulaire est rétabli à 240 secondes. B) et C) L’entrée 
relative de Ca
2+









maximale obtenue après l’ajout du Ca
2+



























4.9 L’inhibition des ROCKs rétablit le ROCE diminué par MURC. 
 
 Toujours selon la même hypothèse que MURC peut activer la voie RhoA/ROCK, 
nous avons voulu vérifier si la voie de signalisation RhoA/ROCK est responsable de la 
diminution du ROCE observée en surexpression de MURC. Pour ce faire, nous avons 
vérifié l’effet des deux inhibiteurs de ROCK en reprenant l’imagerie calcique avec les 
cellules T6.11. De la même manière que dans l’expérience précédente, les cellules ont été 
transfectées avec le récepteur AT1 seul en guise de contrôle ou avec le récepteur AT1 et 
MURC-Myc-DDK. Le jour de l’expérience, les cellules ont été chargées avec le fura-
2/AM, dans un HBSS en présence de Ca
2+
 et elles ont été incubées avec ou sans les 
inhibiteurs de ROCK pendant l’étape de dé-estérification. Le milieu avec Ca2+ a été 
remplacé pour un milieu sans Ca
2+
 (avec EGTA) durant 30 secondes, puis les cellules ont 
été stimulées avec 100nM d’AngII. Après le retour de la [Ca2+]i
 
au niveau basal le Ca
2+
 
extracellulaire a été rétabli permettant d’observer le ROCE. Comme démontré dans la 
Figure 17A, la courbe en noir représente les cellules contrôle, la courbe en gris représente 
les cellules surexprimant MURC, la courbe en rouge et la courbe en bleu représentent 
respectivement des cellules surexprimant MURC incubées avec les inhibiteurs de ROCK 
HA1077 et Y-27632. La Figure 17B montre que l’entrée calcique des cellules surexprimant 
MURC est diminuée de 22,2 ± 4,8% par rapport au contrôle. Elle montre aussi que les 
inhibiteurs de ROCK rétablissent la diminution du ROCE causée par MURC. En effet, on 
observe une augmentation significative de 53,8 ± 55,0% pour l’inhibiteur HA1077 et de 
52,6 ± 51,6% pour l’inhibiteur Y-27632 par rapport aux cellules surexprimant MURC sans 
inhibiteur de ROCK. De plus, les deux inhibiteurs de ROCK avaient été utilisés auparavant 
par Nancy Francoeur, une collègue du laboratoire, pour produire des résultats 
complémentaires à ceux-ci. Elle avait observé l’entrée ROCE provoquée par une 
stimulation au carbachol, une autre hormone stimulant les GqPCR, dans des cellules T6.11 
incubées avec ou sans les inhibiteurs de ROCK. Elle observait qu’une inhibition de ROCK 
augmentait l’entrée ROCE d’environ 60% (résultats non publiés). La combinaison des 
résultats précédents ne permet d’exclure aucune hypothèse quant à l’implication de la voie 


































Figure 17: L’inhibition des ROCKs rétablit le ROCE diminué par MURC. 
A) Les courbes d’imagerie calcique représentées sont des moyennes de 4 expériences 
indépendantes effectuées en triplicata. Des cellules T6.11 ont été transfectées 
transitoirement avec l’ADNc pour l’AT
1
R seul ou MURC-Myc-DDK et l’AT
1
R. Les 
cellules sont incubées 30 secondes dans un milieu sans Ca
2+
 (en présence d’EGTA 





 extracellulaire est rétabli à 240 secondes. B) L’entrée relative de Ca
2+
 a été 








 moyenne maximale 
obtenue après l’ajout du Ca
2+




4.10 L’effet de MURC sur la voie RhoA/ROCK dans un modèle de cardiomyocytes 
 
 Comme MURC semble produire des effets différents sur la voie de signalisation 
RhoA/ROCK dans différents types cellulaires et dans différentes voies de signalisation, 
nous avons voulu connaître son effet sur la voie RhoA/ROCK en condition stimulée et non 
stimulée dans un modèle de cardiomyocytes. Pour ce faire, nous avons utilisé deux 
méthodes. Dans un premier temps, nous avons fait l’acquisition d’images en microscopie 
confocale de cellules colorées à la phalloïdine couplé au fluorophore Texas Red® pour 
observer l’activation de RhoA via le remodelage des filaments d’actine dans les 
cardiomyocytes HL-1. Les cellules étaient transfectées transitoirement avec MURC-Myc-
DDK ou pcDNA3 et stimulées ou non pendant 5 minutes à la température de la pièce avec 
1μM de Tg, puis elles étaient fixées avec du paraformaldéhyde, perméabilisées et incubées 
avec de la phalloïdine pour le marquage de l’actine et du Hoechst pour le marquage du 
noyau (Figure 18A). Des contrôles négatifs et positifs ont aussi été performés. Comme 
contrôle négatif les cellules étaient traitées avec les inhibiteurs de ROCK. Comme contrôle 
positif les cellules étaient incubées avec du nocodazole qui stimule la voie de 
RhoA/ROCK. En effet, le nocodazole inhibe la polymérisation de la tubuline ce contribue à 
augmenter la concentration de tubuline libre dans les cellules. Les dimères de tubuline liés 
au GTP se lient et activent la sous-unité alpha de GPCR tels que G12 et G13 qui activent 
spécifiquement la voie RhoA/ROCK (Zhang et al., 1997; Schappi et al., 2014). Dans la 
Figure 18A on voit que lorsque les cellules sont traitées au nocodazole il y a une grande 
fluorescence des filaments d’actine. À l’inverse, lorsqu’on traite les cellules avec les 
inhibiteurs de ROCK on perd une grande partie de la fluorescence des filaments d’actine. 
Dans les images des cellules contrôles et MURC, la seule différence observable c’est 
lorsque les cellules surexprimant MURC sont stimulées. En effet, on semble avoir une 




















 Dans un second temps, pour connaître précisément la quantité de RhoA active dans 
les cellules HL-1, nous avons fait un ELISA de la protéine RhoA-GTP . La trousse RhoA 
G-LISA Activation Assay a été utilisée sur des lysats de cellules HL-1 transfectées 
transitoirement avec des ADNc de MURC-Myc-DDK ou pcDNA3 et stimulées ou non avec 
1μM de Tg. La Figure 18B montre que les cellules contrôles non stimulées et stimulées ont 
une activation relative de RhoA respective de 44,2 ± 5,1% et 54,4 ± 3,8%. Les cellules 
surexprimant MURC non stimulées et stimulées ont, quant à elles, des activations relatives 
respectives de 51,2 ± 5,6% et 32,6 ± 4,1%. Une diminution significative de l’activation de 
RhoA est observée entre les cellules contrôles stimulées et les cellules surexprimant MURC 
stimulées ainsi qu’entre les cellules surexprimant MURC non stimulées et stimulées. 
Toutes ces données suggèrent que MURC pourrait avoir un effet modulateur sur l’activité 
de RhoA. 
  
Figure 18 : L’activation de RhoA est diminuée dans les cellules surexprimant 
MURC stimulées à la thapsigargin. 
A) Immunofluorescence de cellules HL-1 transfectées transitoirement avec l’ADNc de 
MURC-Myc-DDK en microscopie confocale. Les cellules étaient fixées avec du PFA 
3%, perméabilisées avec du Triton X-100 0,1% et incubées avec de la phalloïdine 
couplée au fluorophore Texas Red® (1 :40) pour cibler les filaments d’actine (colorés 
en orange) et avec du Hoechst pour visualiser les noyaux (colorés en bleu). Les images 
présentées sont représentatives de 3 expériences indépendantes. B) L’activité GTPase 
de RhoA a été quantifiée en utilisant une trousse d’ELISA spécifique pour RhoA-GTP 
comme décrit dans la section matériel et méthode. Les moyennes représentées sont 
relatives au contrôle positif de RhoA constitutivement active fourni dans la trousse. 





 Le rôle précis de STIM1 dans le trafic intracellulaire des T-VDCC dans les 
cardiomyocytes n’a pas encore été révélé. L’étude de Nguyen et al. a démontré récemment 
que STIM1 joue un rôle dans la contraction des cardiomyocytes HL-1 via une interaction 
avec le T-VDCC Cav3.1 (Nguyen et al., 2013). Cette interaction aiderait à réduire les 
arythmies causées par une surcharge calcique au niveau du réticulum sarcoplasmique. En 
effet, Nguyen et al. ont montré que STIM1 co-immunoprécipitait avec Cav3.1 et diminuait 
son expression à la membrane plasmique  pouvant ainsi prévenir une entrée excessive de 
Ca
2+ 
et une surcharge du RS (Nguyen et al., 2013). Le premier but de notre étude était 
d’approfondir les connaissances sur l’implication de STIM1 dans le CICR via son 
interaction avec Cav3.1. Nous avons précisé le domaine d’interaction entre les deux 
protéines et tenté d’étudier le mécanisme par lequel s’effectue le trafic intracellulaire de 
Cav3.1. Nous avons démontré avec une purification de lysats cellulaires surexprimant 
Cav3.1 sur colonne d’affinité, que le domaine ERM de STIM1 est responsable de 
l’interaction entre les deux protéines. Nos résultats sont cohérents avec la littérature, car 
Park et al. ont démontré que le domaine CAD de STIM1 (voir Figure 7 pour le domaine 
CAD) interagissait avec la queue C-terminale de Cav1.2 (Park et al., 2010). Cav1.2 est un 
L-VDCC et sa structure est semblable à Cav3.1 (Catterall, 2000). Toutefois, le domaine 
CAD de STIM1, qui se compose des acides aminés 342 à 448, chevauche nos domaines CC 
et ERM. Comme les protéines Cav3.1 ont été retenues par nos domaines ERM, mais pas par 
nos domaines CC de STIM1 cela signifie qu’il y a des acides aminés qui sont essentiels à la 
liaison entre les deux protéines qui se situent entre les acides aminés 395 et 448. À la 
lumière de ce qui précède, il serait intéressant, pour approfondir encore le domaine de 
liaison entre Cav3.1 et STIM1 en investiguant les hélices Sα2, Sα3 et Sα4 du domaine ERM 





 Dans le but de mieux connaître le mécanisme par lequel STIM1 diminue 
l’expression de Cav3.1 à la membrane plasmique, nous avons identifié des partenaires 
d’interaction du domaine ERM de STIM1 qui sont connus pour être impliqués dans le trafic 
intracellulaire. Dix partenaires d’interaction potentiels du domaine ERM de STIM1 ont été 
retenus selon nos critères, qui sont énumérés dans la section résultats. Cependant, nos 
efforts ont été concentrés sur un seul de ces partenaires d’interaction potentiel. Nous 
n’excluons toutefois pas la possibilité et la pertinence des autres interactions. La protéine 
Muscle-Related Coiled-Coil protein (MURC) qui est aussi appelée Cavin4 s’est avéré être, 
Figure 19: Précision du domaine d’interaction entre STIM1 et Ca
v
3.1 
Figure modifiée depuis J. Soboloff, B.S. Rothberg, M. Madesh, D.L. Gill, STIM 
proteins: dynamic calcium signal transducers, Nat Rev Mol Cell Biol, 13 (2012) 549-
565.Selon des études Ca
v
1.2, qui est une protéine semblable à Ca
v
3.1, lie STIM1 sur 
son domaine CAD (résidus 342-448). De plus, nos résultats ont montré que Ca
v
3.1 
est capable de lier le domaine ERM de STIM1, mais est incapable de lier le domaine 
CC. En additionnant les résultats précédents, on met en évidence une région de 53 
acides aminés (395 à 448) (encadré rouge) qui fait partie à la fois du domaine CAD 
et ERM, mais qui n’est pas compris dans le domaine CC. Dans cette région, on 
retrouve 3 hélices alpha (Sα2, Sα3 et Sα4) qui seraient susceptibles d’être 





à notre avis, le partenaire d’interaction potentiel du domaine ERM de STIM1 le plus 
intéressant. D’abord, au niveau expérimental la protéine MURC était uniquement retrouvée 
dans la purification avec le domaine ERM de STIM1, ce qui signifie qu’elle y est 
spécifique. De plus, le fait que nous ayons identifié quatre peptides provenant de cette 
protéine augmente la confiance que nous accordons à la bonne identification de la protéine. 
En effet, comme la protéine est de petite taille (364 acides aminés) et ne compte qu’un seul 
isoforme connu à ce jour, le fait d’avoir identifié quatre peptides appartenant à cette 
protéine est très satisfaisant. Ensuite, ce qui a contribué à augmenter grandement notre 
intérêt pour MURC, c’est son rôle connu dans les cellules. En effet, MURC est exprimée 
exclusivement dans les cellules musculaires (Tagawa et al., 2008; Bastiani et al., 2009), qui 
sont des cellules où la régulation calcique est primordiale. Pour le moment, très peu de 
recherches ont été effectuées à propos de cette protéine. Des groupes de recherche ont tout 
de même démontré que MURC peut être activatrice de la voie RhoA/ROCK (Ogata et al., 
2008) et peut être une protéine de la structure des cavéoles (Bastiani et al., 2009). La voie 
de signalisation RhoA/ROCK permet notamment d’induire la contraction cellulaire, la 
migration, l’adhésion et contrôle le transport vésiculaire via son action sur le remodelage 
du cytosquelette d’actine (Symons & Rusk, 2003; Nunes et al., 2010). MURC pourrait 
donc être impliquée dans le transport intracellulaire de canaux calciques. De plus, il a déjà 
été démontré que MURC pouvait recruter et échafauder la protéine kinase ERK dans les 
cavéoles (Tagawa et al., 2008; Ogata et al., 2014). Donc, MURC pourrait avoir un rôle 
d’échafaudage aidant à restreindre les protéines de la signalisation calcique aux cavéoles 
favorisant ainsi la qualité et la rapidité de leur interaction. Finalement, il a été démontré 
qu’une surexpression soutenue de MURC dans les cardiomyocytes induit des troubles 
cardiaques comme des troubles de la conduction et augmente la vulnérabilité aux arythmies 
atriales chez les souris (Tagawa et al., 2008). Nous pensons donc que l’expression à la 
membrane plasmique de Cav3.1, qui est surtout exprimée dans les cellules atriales et qui est 
impliqué dans la rythmicité et la contractilité de ces cardiomyocytes, pourrait être 




 Nos résultats démontrent que le domaine ERM de STIM1 interagissait avec la 
protéine MURC et que cette dernière ne semblait pas interagir directement avec la protéine 
Cav3.1. En effet, la co-immunoprécipitation du domaine ERM de STIM1 avec MURC 
confirme qu’il y a une interaction entre les deux protéines. Cependant, la co-
immunoprécipitation entre la protéine Cav3.1 et MURC n’a pas pu être démontrée, ce qui 
suggère qu’il n’y a pas d’interaction directe entre les deux protéines dans ces conditions. 
Néanmoins, nos travaux ne permettent pas de conclure à propos de l’implication de MURC 
dans le trafic intracellulaire de Cav3.1. Par ailleurs, comme MURC est principalement 
exprimée dans les cardiomyocytes et dans les cellules musculaires squelettiques, qui sont 
des cellules dans lesquelles la signalisation calcique doit être régulée précisément et qu’elle 
interagit avec STIM1, qui est un acteur important de la signalisation calcique, il est fort 
possible qu’elle tienne un rôle important dans la signalisation calcique.  
  
 Nos travaux démontrent que MURC est impliquée dans la signalisation calcique via 
son interaction avec STIM1. D’abord, nos résultats montrent que la surexpression de 
MURC n’a pas d’effet sur la quantité de Ca2+ présent dans les réserves intracellulaires et 
sur la [Ca
2+
]i en conditions basales. En effet, en imagerie calcique on ne note pas de 
différence dans la concentration basale de Ca
2+, ni dans l’amplitude du pic correspondant à 
la vidange du réticulum endoplasmique entre les cellules contrôles et les cellules 
surexprimant MURC. Toutefois, nos résultats montrent que la surexpression de MURC 
augmente significativement le SOCE. Puisque les cellules étaient stimulées à la Tg, qui est 
un inhibiteur non-compétitif de la pompe SERCA (Rogers et al., 1995), nous assumons que 
c’est via l’activation de la protéine STIM1 que MURC produit une hausse du SOCE. En 
effet, la Tg permet d’activer le SOCE directement par l’activation de STIM1. En d’autres 
termes, la Tg permet d’activer le SOCE sans passer par l’activation d’un GqPCR. En effet, 
la Tg provoque une augmentation de la [Ca
2+
]i en empêchant le Ca
2+ d’être re-pompé à 
l’intérieur du RE. Le Ca2+ se retrouve plutôt pompé à l’extérieur de la cellule par les PMCA 
où il est chélaté par l’EGTA. Les réserves de Ca2+ intracellulaire se retrouvent donc très 
basses. La protéine STIM1 va être activée par cette déplétion des réserves de Ca
2+
 et va 
provoquer le SOCE. Nos résultats démontrent que lorsque MURC est surexprimé, le SOCE 
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est plus grand. Comme l’équipe d’Ogata et al. a démontré que MURC pouvait activer la 
voie de signalisation de RhoA/ROCK induisant ainsi des troubles de la conductance dans 
les cellules cardiaques (Ogata et al., 2008), nous pensons que, dans ce cas-ci, l’activation 
de STIM1 pourrait provoquer l’activation de la voie RhoA/ROCK via MURC afin produire 
un remodelage de fibres d’actine. Cela pourrait potentiellement permettre une meilleure 
distribution des multimères de STIM1 et des protéines du SOCE à la jonction du RE/RS et 
de la membrane plasmique où ils interagissent afin d’accomplir le SOCE. 
  
 Pour tester notre hypothèse, nous avons repris l’expérience d’imagerie calcique en 
traitant les cellules qui surexpriment MURC avec des inhibiteurs de ROCK. Nos résultats 
ont démontré que l’augmentation du SOCE causée par MURC est indépendante de la voie 
de signalisation RhoA/ROCK. En effet, les inhibiteurs de ROCK n’ont eu aucun impact sur 
l’augmentation du SOCE causée par MURC. Ainsi, nous avons émis une seconde 
hypothèse concernant le mécanisme menant à l’augmentation du SOCE. En effet, il a été 
mentionné précédemment que les cavéoles sont des microdomaines de la membrane 
plasmique qui permettent à des événements spécifiques de la signalisation cellulaire de se 
produire plus rapidement et plus efficacement. MURC, qui est aussi appelée Cavin 4, est 
impliquée dans la structure des cavéoles. L’équipe de Bastiani et al. a démontré que toutes 
les protéines de la famille des Cavins pouvaient interagir dans le cytoplasme des cellules 
pour former un complexe multimérique (Bastiani et al., 2009). Ce complexe est recruté aux 
cavéoles par les cavéolines. Ils suggèrent que les complexes des Cavins agissent comme 
une composante structurale enveloppant les cavéoles. De plus, l’équipe de Tagawa et al. a 
montré que MURC pouvait interagir avec la kinase ERK et la recruter au niveau des 
cavéoles (Ogata et al., 2014). MURC agit donc comme protéines d’échafaudage au niveau 
des cavéoles pour la protéine ERK. Sachant que MURC peut avoir un rôle en tant que 
protéine d’échafaudage, nous avons soumis l’hypothèse que MURC pourrait échafauder 
des canaux calciques dans les cavéoles permettant d’augmenter le SOCE. Puisque l’entrée 
de Ca
2+
 du SOCE est principalement due aux canaux CRAC formés par la protéine Orai1, 
nous avons concentré nos travaux sur la possibilité que MURC interagisse avec la protéine 
Orai1. L’échafaudage d’Orai1 au niveau des cavéoles pourrait faciliter l’interaction entre 
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STIM1 et Orai1, augmentant ainsi le SOCE. Effectivement, les résultats de la co-
immunoprécipitation démontrent que MURC interagit avec les protéines Orai1. De plus, 
nous démontrons que lorsque STIM1 est activé par une déplétion des réserves 
intracellulaires de Ca
2+
, la colocalisation à la membrane plasmique de MURC et Orai1 
augmente. Cela suggère que l’interaction entre Orai1 et MURC se produise au niveau des 
cavéoles et que cette interaction soit dépendante de l’activation de STIM1. Ainsi, nous 
supposons que l’augmentation du SOCE due à la surexpression de MURC que nous avons 
observée précédemment pourrait provenir du fait que MURC facilite l’interaction entre 
STIM1 et les canaux CRAC. Nous pensons que MURC, qui peut interagir avec les deux 
protéines, pourrait faire le pont entre elles afin de les rapprocher (Figure 20). Nos résultats 
viennent d’ailleurs appuyer une hypothèse de Vàrnai et al. selon laquelle une molécule 
intermédiaire devait faire le pont entre STIM1 et Orai1 afin de combler l’espace de 11 à 
14nm qu’ils ont calculé entre les deux protéines (Varnai et al., 2007). Puisque très peu de 
travaux ont été effectués sur MURC à ce jour, les domaines fonctionnels de cette dernière 
ne sont pas encore bien connus. Nous pensons qu’il serait intéressant de déterminer les 
domaines de liaison de MURC avec STIM1 et Orai1 en effectuant des délétions ou des 
troncations sur la protéine MURC. Effectivement, MURC pourrait simplement lier STIM1 
et Orai1 par 2 domaines différents. Il est aussi possible que MURC puisse s’oligomériser 
afin de lier les deux protéines. Pour le moment rien ne nous permet d’exclure des 





 Parallèlement, nous avons démontré l’implication de MURC dans une autre voie de 
mobilisation calcique : le ROCE. Des cellules HEK293T et T6.11 ont été stimulées avec de 
l’AngII, qui est une hormone qui agit sur un GqPCR, alors qu’elles étaient observées en 
imagerie calcique. Les résultats démontrent que dans les cellules T6.11, l’entrée de Ca2+ 
induite par l’AngII est grandement diminuée par la surexpression de MURC. En effet, 
comme ces cellules surexpriment de façon stable les protéines TRPC6, qui sont les 
composantes d’un canal calcique du ROCE (Boulay et al., 1999; Dietrich & Gudermann, 
2014), on peut affirmer que l’entrée calcique qu’on observe est majoritairement du ROCE. 
Cette entrée est diminuée significativement lorsque la protéine MURC est surexprimée. De 
plus, les résultats démontrent que, dans ces conditions, il n’y a pas de différence 
significative au niveau de l’entrée calcique dans les cellules HEK293T lorsqu’il y a 
surexpression de MURC. Ce résultat semble surprenant, car lorsqu’elles étaient stimulées 
avec la Tg, on observait une forte augmentation de l’entrée calcique dans ces cellules. En 
fait, les cellules HEK293T, en plus d’exprimer les protéines du SOCE, expriment aussi les 
Complexe cavin/caveolin 
MURC 
Figure 20: Rôle hypothétique de MURC dans le SOCE. 
MURC, une protéine de la structure des cavéoles qui interagit avec STIM1 et Orai1, 
pourrait faciliter l’interaction entre ces deux protéines en faisant le pont entre elles et 
ainsi contribuer à augmenter le SOCE.  
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protéines du ROCE. Alors, lorsqu’on stimule les GqPCR avec l’AngII, au lieu d’activer 
directement STIM1 par une déplétion des réserves provoquée par la Tg, on observe à la fois 
le SOCE et le ROCE. En ayant observé que la surexpression de MURC pouvait provoquer 
une augmentation du SOCE avec la Tg dans les cellules HEK293T et en ayant observé que 
la surexpression de MURC peut aussi provoquer une diminution du ROCE avec l’AngII 
dans les cellules T6.11, on peut alors penser que dans les cellules HEK293T la 
conséquence de la surexpression de MURC sur les deux voies de signalisation résulte en 
une entrée de Ca
2+
 similaire au contrôle. En effet, lorsque les GqPCR sont activés par 
l’AngII, les deux voies de signalisation se produisent en même temps et la surexpression de 
MURC semble produire un effet inverse au niveau des deux voies de signalisation donnant 
l’impression que la surexpression de MURC n’influence pas l’entrée calcique. 
  
 Une collègue du laboratoire a produit des résultats soutenant une hypothèse selon 
laquelle l’expression des canaux TRPC6 à la surface membranaire peut être régulée par la 
voie RhoA/ROCK (résultats non publiés). Ses résultats montrent que l’inhibition des 
ROCK provoque une augmentation significative de l’entrée ROCE dans les cellules T6.11. 
De plus, il est connu que l’activation de la voie de signalisation RhoA/ROCK peut 
provoquer des événements d’internalisation. Un groupe a d’ailleurs démontré que 
l’activation de la voie RhoA/ROCK pouvait initier l’internalisation de canaux potassiques 
de façon dépendante des clathrines ou dépendante du cholestérol réduisant ainsi les 
courants ioniques qui y sont associés (Stirling et al., 2009). Nous pensons donc que la voie 
RhoA/ROCK peut provoquer l’internalisation des canaux TRPC6. À la lumière de ce qui 
précède, nous avons émis l’hypothèse que la diminution du ROCE que nous avons observé 
en surexpression de MURC dans les cellules T6.11 pourrait être due à une augmentation de 
l’activité RhoA/ROCK provoquée par MURC. Nos résultats démontrent que l’inhibition 
des ROCK dans les cellules T6.11 surexprimant MURC rétablit le ROCE. Cependant, nous 
observons une augmentation qui est non significative entre les cellules contrôles et les 
cellules surexprimant MURC incubés avec les inhibiteurs de ROCK. Cela rend impossible 
une conclusion nette quant au fait que la voie RhoA/ROCK est responsable de la 
diminution du ROCE observée en surexpression de MURC. En effet, selon les résultats 
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complémentaires du laboratoire, l’inhibition de la voie RhoA/ROCK aurait dû causer une 
augmentation significative de l’entrée ROCE par rapport au contrôle. N’ayant pas performé 
l’expérience sur des cellules contrôles incubées avec les inhibiteurs de ROCK pour 
comparaison, il nous est alors impossible d’exclure des hypothèses. En effet, cela laisse 3 
hypothèses en suspens (Figure 21). D’abord, la diminution du ROCE observée en 
surexpression de MURC pourrait être dépendante de la voie RhoA/ROCK. Cela mènerait à 
un rétablissement total de l’entrée ROCE. Ensuite, cette diminution pourrait faire appel à 
un autre mécanisme de MURC qui est indépendant de la voie RhoA/ROCK et qui mène à 
une diminution de l’activité des canaux TRPC6. Le rétablissement du ROCE serait partiel 
et serait alors uniquement dû à l’internalisation des canaux TRPC6 via ROCK comme l’a 
observé une collègue du laboratoire. Finalement, la diminution du ROCE observée pourrait 
être à la fois dépendante de la voie RhoA/ROCK et d’un autre mécanisme médié par 
MURC. On observerait encore un rétablissement partiel de l’entrée ROCE par rapport à un 
contrôle sans MURC traité avec les inhibiteurs de ROCK. 
 
Figure 21: Rôles hypothétiques de MURC dans le ROCE. 
Notre première hypothèse concernant le mécanisme d’action de MURC dans le 
ROCE est que MURC pourrait activer la voie de signalisation RhoA/ROCK et ainsi 
provoquer un remodelage du cytosquelette menant à une internalisation des canaux 
TRPC6. Notre seconde hypothèse est que MURC ait un effet inhibitoire sur les 
canaux TRPC6 qui est indépendant de la voie RhoA/ROCK. Finalement, il est aussi 




 Finalement, nous avons montré que la surexpression de MURC entraîne des 
réponses différentes de la voie de signalisation RhoA/ROCK dans différents types 
cellulaires ainsi que dans différents contextes de signalisation calcique. Dans le cœur, la 
bonne régulation de RhoA est nécessaire. En effet, la surexpression de RhoA peut entraîner 
des dysfonctions sévères telles que des dysfonctions sinusales et du nœud auriculo-
ventriculaire, des fibrillations auriculaires et des insuffisances contractiles ventriculaires 
avec un élargissement de la chambre ventriculaire et fibrose interstitielle (Sah et al., 1999). 
Inversement, une inhibition des Rho GTPases peut conduire à un blocage auriculo-
ventriculaires avec un élargissement auriculaire et une hypertrophie ventriculaire (Wei et 
al., 2004). Ces données suggèrent que la régulation de RhoA dans les cardiomyocytes est 
impérative pour maintenir le rythme cardiaque, la conduction et la structure. Nous nous 
sommes donc aussi intéressés à l’effet de MURC sur la voie RhoA/ROCK dans un contexte 
de signalisation calcique chez un modèle de cardiomyocytes. Nos résultats démontrent une 
diminution de l’activation de RhoA et une diminution de l’organisation des fibres de 
l’actine en surexpression de MURC lorsque les cardiomyocytes auriculaires HL-1 sont 
stimulées à la Tg. Cependant, le groupe d’Ogata et al. a plutôt démontré que la 
surexpression de MURC active la voie de signalisation RhoA/ROCK et augmente le 
remodelage des fibres d’actine dans des cardiomyocytes ventriculaires de rats nouveau-nés 
(Ogata et al., 2008). Ce groupe a donc proposé, que MURC soit un activateur de la voie 
RhoA/ROCK. Nous proposons plutôt que MURC module la voie de signalisation 
RhoA/ROCK. En effet, nous proposons un modèle de mécanisme qui concorde avec nos 
observations dans lequel MURC pourrait interagir avec des inhibiteurs de RhoA comme les 
Rho-GAP (Rho GTPase-activating protein). Ainsi, dans le modèle que nous proposons, 
MURC pourrait avoir deux fonctions. D’abord, MURC pourrait tenir un rôle de modulateur 
de la voie RhoA/ROCK en interagissant avec des Rho-GAP. Ensuite, MURC pourrait avoir 
un rôle d’échafaudage pour des protéines de la signalisation calcique dans les cavéoles et 
faciliter l’interaction entre STIM1 et Orai1 (Figure 22). En effet, en interagissant avec des 
Rho-GAP, MURC pourrait empêcher l’effet inhibiteur des Rho-GAP sur la voie de 
signalisation RhoA/ROCK et ainsi contribuer à augmenter l’activité basale de RhoA et le 
remodelage des fibres d’actine comme l’a observé l’équipe d’Ogata et al.. Dans le cas où la 
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signalisation calcique est stimulée, l’interaction entre STIM1 et MURC pourrait provoquer 
la relâche des Rho-GAP par MURC. MURC irait plutôt au niveau des cavéoles pour 
remplir son rôle de protéine d’échafaudage pour les canaux calciques du SOCE et pour 
faciliter l’interaction entre STIM1 et Orai1. Ce qui contribuerait à augmenter l’entrée 
SOCE comme nous l’avons observé. Aussi, la relâche des Rho-GAP pourrait provoquer la 
diminution de l’activation de RhoA que nous avons observé dans les cellules HL-1 
surexprimant MURC en condition stimulées.  
 
  
Figure 22 : Modèle hypothétique du mécanisme d’action de MURC dans la 
signalisation calcique. 
En conditions basales, MURC pourrait interagir avec des Rho-GAP. Cette interaction 
pourrait empêcher l’effet inhibiteur des Rho-GAP sur la voie de signalisation 
RhoA/ROCK et ainsi contribuer à augmenter l’activité basale de RhoA. Dans le cas 
où la signalisation calcique est stimulée, l’interaction entre STIM1 et MURC pourrait 
provoquer la relâche des Rho-GAP par MURC. MURC irait plutôt au niveau des 
cavéoles pour remplir son rôle de protéine d’échafaudage pour les canaux calciques 
du SOCE et pour faciliter l’interaction entre STIM1 et Orai1. La relâche des Rho-




6. Conclusion et perspectives 
 
 En conclusion, cette étude dévoile un nouveau partenaire d’interaction de STIM1 
qui est impliqué dans la signalisation calcique. Nous avons démontré que la surexpression 
de MURC provoque une augmentation du SOCE qui est indépendante de l’activation de la 
voie de signalisation RhoA/ROCK, une diminution du ROCE qui est pourrait être 
dépendante de la voie de signalisation RhoA/ROCK et une diminution de l’activation de 
RhoA qui est dépendante de l’activation du SOCE dans des cardiomyocytes atriaux. Ces 
résultats suggèrent que MURC puisse moduler l’activité de la voie de signalisation 
RhoA/ROCK en fonction du type cellulaire et de l’activation de la mobilisation calcique. 
Nous avons aussi démontré que MURC interagissait avec les protéines Orai1 et STIM1. 
L’interaction entre MURC et Orai1 semble se produire à la membrane plasmique, 
possiblement dans les cavéoles, et est dépendante de l’activation de STIM1 par une 
déplétion des réserves intracellulaires de Ca
2+
. Ces résultats suggèrent que MURC pourrait 
être une protéine d’échafaudage des protéines de la signalisation calcique au niveau des 
cavéoles facilitant ainsi leur interaction. En perspective pour ce volet de l’étude, il serait 
intéressant de déterminer les motifs respectifs de liaison à MURC de STIM1 et Orai1. 
Enfin, nous avons proposé un modèle de signalisation dans lequel MURC pourrait interagir 
avec des régulateurs de l’activité de RhoA tels que les Rho-GAP et pourrait échafauder des 
protéines de la signalisation calcique. Comme la signalisation dans les cavéoles est 
considérée comme étant une cause de pathogenèse du système cardiovasculaire, il serait 
intéressant de valider cette nouvelle hypothèse et d’approfondir les connaissances sur 
l’implication de MURC dans la signalisation calcique. Finalement, même sans la preuve 
évidente d’une interaction entre les protéines Cav3.1 et MURC, il serait pertinent de vérifier 
si une modification de l’expression MURC peut produire des changements au niveau du 
CICR. En effet, MURC semble impliqué dans les 2 autres grandes voies de signalisation 
calcique et semble pouvoir induire des troubles de la conduction dans les cellules atriales 
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